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Vorliufige Mitteilung iber die Firbung der
Bakterien auf den Membranfiltern.

Von Dr. A. Beling

Die Membranfilter nach Prol. Zsigmondy sind schon im Laufe der letzten
20 Jahre fiir verschiedene Zwecke auf verschiedenen Gebieten angewandt
worden.

In der Mikrobiologie sind die Membranfilter haupts&chlich fiir die Steri-
lisierung eingefithrt, um verschiedene Fliissigkeiten keimfret zu machen. In
dieser Frage wurden sehr viele wissenschaftliche Arbeiten durchgefithrt. ¥) -

Im Jahre 1943 wurde eine ganz neue Methode mit Hilfe von Membranfiltern
fiir Wasseruntersuchung angewandt. 9 Die Aufmerksamkeit wurde nicht auf
das Filirat, sondern auf den Filterriickstand gerichtet, um Bakterien, die auf
dem Filter zuriickgeblieben sind, zu untersuchen. Man hat das Filter mit zuriick~
gebliebenen Bakterien nach der Wasserfiltration auf den Ndhrboden~Endo gelegt
und Colibakterien geziichtet. Das Wachstum der Bakierien auf dem Filter ging
ziemlich schnell und nach 12~ 16 Stunden waren die Kolonien ganz klar zu sehen.
Diese Methode hat einen besonderen Vorzug; sie gibt die Moglichkeit, grofie
Mengen verschiedener Fliussigkeiten zu untersuchen.

Aber es gibt noch eine andere Mdoglichkeit, die Bakterien, die im Filier~
riickstand geblieben sind, zu untersuchen.

Man kann das Filter nach dcr Filiration einfach farben, trocknen, mit
Cederol durchsichtig machen und mikroskopieren. #)




Um z. B festzustellen, wieviel Bakterien und andere Mikroorganismen in
1em? Trinkwasser enthalten sind, filtriert man 1cm?® Wasser durch das Membran~
filter Nr. 5, trocknet, legt das Filter in eine Petrischale mit Filterpapier, das mit
1¢/,~iger Erytrosinlésung angefeuchtet ist. Nach !/; Std. legt man das Filter
wieder in den Filtrierapparat, spiilt mit dest, Wasser, trocknet, schneidet ein
Stitck vom Filter aus und legt es auf den mit Cederdl benetzten Objekitréager.
Die obere Seite des Filters betropft man ebenfalls mit Cederdl, bedeckt es mit
einem Deckglas, mikroskopiert wie iiblich mit Qelimmersion und z&hlt die Bak-
terien in Imm?® aus; berechnet durch Multiplikation mit der Filterflache in qcm
(Filterfliche = r . r in cm ausgedriickt), und daraus wieder die Zahl der in
1 cm® Wasser enthaltenen Bakterien. Durch diese Methode erhdlt man eine
groflere Zah! von Bakterien, als mit der gewdhnlichen Kochmethode.

Es wurde mit dieser Farbemethode ausprobiert, die Tuberkelbazilien auf
dem Membranfiiter zu fdrben. Ein ganz sicheres positives Sputum, mit Anti-
formin behandelt, wurde durch das Membranfilter Nr. § mit Porengréfie 0,7 my
filtriert, getrocknet, in cine Mefallschale auf mit Karbolfuchsin getrdnktem
Filterpapier gelegt und bis zum Kochen erhitzt (3-35 Minuten). Danach mit
59/, -igem HCL Alkohol im Filtrierapparat entféarbt, mit dest. Wasser durchgespiilt
und getrocknet. Aus dem getrockneten Filter schneidet man ein Stilck heraus
und arbeitet nach der oben beschriebenen Methode weiter. Die Tuberkelbazillen
sind rot bis violett gefdrbt und ganz klar zu sehen. Das Feld ist hell und deswegen
braucht man keine Nachfdrbung. Durch diese genannte Farbung kann man im
Laufe von 3 - 4 Stunden die Tuberkelbazilien in verschiedenen Untersuchiings«
materialien feststellen. Es ist interessant zu bemerken, daft in positivem Sputum
nach der Zentrifugierung (3000 Touren, 18 Minuten)-im Zenirifugat nach der
Filtration durch das Membranfilter Tbc mit dieser Farbemethode nachgewiesen
wurden. Zwei Sputen waren nach der gewéhnlichen Methode negativ, aber mit
der Membranfiltermethode im Sediment und Zentrifugat wurden einzelne rote
Stdbchen als sehr verdachtig auf Tbe festgestellt.
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The membrane-filters

are sieves, with straining effect, and not ab-
sorption-filters, such as those made of paper,

asbestos, clay, glass or ceramics, which retain
substances in the filtering material.

The membrane-filters

are produced in every degree of porosity. Such
fineness and exactitude is impossible with any
other filtering material.

The membrane-filters

may be used repeatedly for different filtrations.
The residue is refained quantitatively and may
easily be removed from the surface of the filier.




Filters made in accordance
with the patents of the Nobel
Prize winner, Prof. Zsigmondy,
are thin, homogeneous cellu-
lose membranes.

The accompanying micro-
photograph depicts the even
and extremely close alignment
of the pores, which is unob-
tainable with other types of
filters.

The membranefilters are
available in every degree of
porosity for aqueous and org-
anic solutions.

The following kinds of mem-
brane-filters are available:

. Membrane-filters after Prof. Zsigmondy-Bachmann for aque-
ous solutions.

2. Ultra-fine filters after Prof. Zsigmondy, for aqueous solutions.
3. Cella-filter after Zsigmondy-Kratz, for organic solutions.

3. Ultra cella-filter after Zsigmondy-Zakowski, for organic
solutions.

For special researches black membrane-filters may be had.

All filters may be made exiremely strong with batiste or other
inserts.

The filters are suitable for all kinds of filtration, such as:

Ultra-Filtration and Electro-ultra filtration.
Dialysis and Electro-dialysis.
Osmosis and Eleciro-osmosis.

The membrane-filters are used for all types of research in science
and industry, especially:

Government and private research laboratories; industrial la-
boratories, e. g. cement, clay, ceramics, glass, textile and sugar
industries, efc.; bacteriological and serological institutions;
laboratories of the pharmaceutical industry and dispensaries;
laboratories for water and soil examination; breweries, vineries,
mineral water plants, etc.




Funnel apparaius PA 9,15 and 30em.
diafilters of glass and porcelain
(see folder PA 37).

Simplified Filiration Apparatus VA9
for 9 cm. filters (see folder VA 36).

Osmometer after Krogh for
me.surmg osmotic prassures,
p of physiol Standard High Pressure Apparatus
solufions (590 spec-al fo|dar) for large quantities up to 125 atm,,
for filters of 9 cm. dia.
(see folder Hodru 9).

Glass Funnel Apparatus GD for pressure
filiration up to about 4 atm.. for @ and 15 cm.
diafilters (see folder PA 37).

Thiessen's Apparatus for
Vacuum and Pressure
Filtration up to 5 atm,,
for small quantities, for
4 cm. dia. filters (see

special folder). D

Filtration Apparatus for Sterlle
filiration ,,Stefi" for 4 and 9 cm.
dia. filters (see folder Stefi 34),

Ampoule Filling Apparatus .Amia~
(see folder Amiu 35).




Electro-Dialysator after Heyne for the
electro-dialysis of smallest quantities,
especially for the guanfitative determin-
ation of alkalies in acids, insoluble in
water (see special folder).

Bacterial Apparatus up to 12 atm.
(see special folder).

€. K. Metal Filter for Pressure-Filtration Uni-Apparatus after Prof. Manegold for Dialysis, Elec-

up to 5 atm. and vacuum for 6 cm. dia. tro-Dialysis, Filtration, Electro-Filtration, Osmosis and
filters, chromium or nickel-plated (see Electro-Osmosis for 9 cm. dia. Filters
folder E. K. 36). (see special folder).




Membrane Filters

after Prof. Zsigmondy.

For aqueous solutions:

Membrane Filters

Ultrafine Filters

For organic solutions:

Cella Filters

U “I'ace"a Fi “'el's Membrane Filters with typhus-hacteria. (Type of

a sieve-filter of absolutely dependable filtering

action, as the bacteria are larger than the pores

of the filter and must, for that reason, necessarily
remain upon the filter surface.

The uncommon uniformity of the structure of the

Membrane-Filter in comparison with the other
filter structures should be noted.




Membrane Filters.

Sieve action of membrane filters.

The membrane filters, which are manufactured after Prof.
Zsigmondy's special process, are made of very thin, homogeneous
gelatin layers. The frame work consists of cellulose esters, or
cellulose.

The cavity system of the gelatinous mass is composed of
pores whose size varies over a wide range. They are in every
order of magnitude.

The cavities act in the same manner as the holes of a sieve.

All particles larger than the pores of the membrane are
retained during the filtration. They form a layer which can be
wiped off the glazed surface of the membrane. All particles smaller
than the pores of the membrane pass through freely. If it is desired
to carry out a fractional filtration, these small particles can be
filtered off using a membrane filter of finer porosity. The sieve
action of the membrane therefore depends on the ratio of the size
of the particles to the size of the pores.

In cases of filtration and dialysis where cellulose, asbestos,
paper, porcelain, and glass filters of the finest porosity are too
coarse, membrane filters exert their sieve action on particles of
molecular size.

There is a sharp distinction between the adsorptive purifying
action of pressed or granulated adsorption media (cellulose, asbestos,
carbon etc.), and the sieve action of membrane filters.

The relatively coarse cavity system of such media can only
retain large particles by sieve action. All small particles pass through
freely, unless they are adsorbed on the inner or outer surfaces of
fibers or grains. The purifying effect ceases as soon as the quantity
of material adsorbed approaches the saturation value of the adsorbent.

It is impossible to predict precisely when impure liquid will
begin to come through. Great care must, however, be taken to replace
the filtration layer shortly before exhaustion. An exhausted layer of
adsorbent is either rejected or regenerated by a special process.

Summary.

The membranes of graded premeability act as inexhaustible
sieves which can be wiped easily. This property permits quantitative
determination of the filtrate as well as of the residue on the filter.

Adsorptive media, on the other hand, possess a rather coarse
cavity system. Their filtering effect on smaller particles depends
on their capacity to adsorb, which ceases as soon as the saturation
value is approached. In contrast to membrane filtration, it is very
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tedious and time consuming to recover quantitatively the substance
retained in the adsorbent.

In every real filtration a residue is formed which gradually
decreases the speed of filtration. By removing this layer the speed
of filtration can be increased. It is possible tho counteract the ret-
arding tendency from the very beginning by thoroughly stirring the
solution. .

Types of Filters.

The filters are classified into four groups:
1. Membrane Filters after Zsigmondy-Bachmann for aqueous
solutions.
9. Ultrafine Filters after Zsigmondy for aqueons solutions.
3. Cellafilters after Zsigmondy-Kratz for organic solutions.
4 Ultra Cellafilters after Zsigmondy-Zakowsky for organic solutions.

Special Filters.

a) For quantitative residue determinations Membrane Filters
as well as Cella Filters can be obtained either opaque
white or black.

b) For large scale technological purposes specially stabilized
Membrane and Cella filters are manufactured.

¢) For bacteriological work we manufacture a bacteria proof
filter of known maximum porosity.

d) For albumen filtrations we make filters which are benzo-
purpurin and congo red proof.

Range of Application of the Filters.

The filters can be used for analytical, preparative, bacterio-
logical, and serological work as well as for the large scale techno-
logical purification of water, organic liquids etc.

The filters are used in the following operations:

a) Filtrations, Ultrafiltrations, and Electroultrafiltrations.
b) Dialysis and Electro-Dialysis.
¢) Osmosis and Electro-Osmosis.

Who Uses the Filters?

The great variety of customers in all parts of the world
corresponds to the manifold applicability of the Zsigmondy filters.

They are supplied to:

Governmental and private research loboratories.
Industrial laboratories in various fields, such as:




Cement, clay, ceramics, glass, textile, and sugar.
Pharmacies and pharmaceutical industrial laboratories.
Laboratories for water and soil investigations.
Breweries and cider, soda and mineral water factories.

Properties of the Filters.

1. Membrane Filters are opaque white and possess a glazed
surface.

2. Ultrafine Filters are transparent to clear, and also possess
a glazed surface.

3. Cella Filters are opaque and smooth but have a gummy
texture.

4. Ultracella Filters, like Ultrafine Filters, are transparent to
clear, but have a gummy texture.

The following comments concerning the resistance of the
filters against various chemical reagents should be noted:

Membrane and Ultrafine Filters can only be used with
water and aqueous solutions,
These filters will withstand:
Nitric Acid . . . . . up to 2%,
Sulphuric Acid . . . . ~ 200/0
Hydrochloric Acid . . . 20—256°/0
Caustic Soda or Caustic Potash 1—39,
Ammonia . . . . . . up to 8%,

They cannot be used for work with organic solvents or
solutions containing such substances as acetone, ether, or chloro-
form. Membrane Filters may be washed with dilute alcohol, and
they can also be used for short filtrations of alcoholic solutions.

Ultrafine Fillers will resist alcohol.

Cella and Ultracella Filters can be employed for all ordi-
nary organic solvents. Some solvents (c. g. alcohol) harden the
filters and alter their appearance to a slight extent, without,
however, changing the porosity in any way. They withstand 4—5%,
alkali solution.

It is often desired to use the filters whose cavity system is
filled with water for the filtration of a solvent A which s
immiscible with water. In such cases it is necessary to displace
the water from the capillary system by a solvent B which is
miscible both with water and with solvent A. Usually alcohol is
used for this purpose.

All types of filters with the exception of the Ultrafine Filters
may be completely dessicated. Membrane Filters shrink to such a
small extent that they can dry out without tearing while being
clamped in the filtration apparatus. Cella and Ultracella Filters,
however, shrink considerably in drying and break easily.
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Dessicated filters regain their original form, elasticity and
porosity on being immersed in water or some other solvent.
Ultrafine Filters are destroyed by complete dehydration.

Grades of Permeability, Time of Filtration, and Sieve
Effect of the Filters.

Upon request the time of filtration (Z) is marked on the
filter. (Z is the time required for the filtration of 100 cc. of distilled
water at room temperature, through a filtering surface of 100 sq.
cm. under 1 atm. excess pressure.)

The value of Z is stamped on the edge of the filter.

According to the time of filtration the following degrees of
permeability are distinguished:

Membrane Filters and Cella Filters.

,coarse’ .. . . . . . 7Z— 1—9 seconds
,medium* . . . . . . Z = 10—29

fine* .. . . . . . Z=30—100

Sfinest . . . . . . . Z — more than 100 sec.

N. B. Membrane Filters ,finest” are furnished only upon re-
quest, because the Ultrafine Filter ,,coarse is of approximately
the same porosity as the Membrane Filter ,.finest™.

Ultrafine Filters and Ultracella Filters.

,coarse* . . . . . . . L= 1—9 minutes
,medium* . . . .. . Z = 10—29

fine* ... . . . Z-=30—100

Siinest . . . . 7 = more than 100 min.

To indicate the degree of permeability the following
letters are stamped on the edge of the filter:
g (coarse), m (medium), £ (fine), ff (finest).
The following valuable observations were made in the fields
of application of the filters. These observations further characterize
the different degrees of permeability.

Membrane Filters and Cella Filters.

Degree of , . . Average Pore
Permeability solutions Filtered Diameter

,ecoarse’ caolin suspensions and similar
solutions; flocculent hydroxides;
yeast etc.

,,medium* BaS0, precipitated in the cold:
AgCl: fine hydroxides. Suitable
for analytical and bacteriological
work.




Degree of . . . Average Pore
B Solutions  Filtered Ty
Permeahility ‘ Diameter

Sfine Ranging from finer to coarser | from 14 to
colloidal gold solutions. approx. 90 my
(m‘u:‘ t 00000 l“l]ﬂ.

Lfinest” Fine colloidal gold solutions | 100 - 20 myu
resp. Ultrafine| Colloidal Silicic Acid.
Filter

.coarse".

Ultrafine Filters and Ultracella Filters.

Degree of Permeability Solutions  Filtered

.coarse” Fine Gold particles, coll. silicic acid in the
process of analysis

,,medium™ Finest gold particles, dves of the benzo-
purpurin class

~fine" coarser albumen particles, suitable for
0smosis

finest™ Finest colloids, congo red, albumen.

Tested filters are furnished for work where a more precise
knowledge of the maximum porosity is desired. The f{ilters are
tested by a special method. We determine the maximum porosity
only for filters whose pore diameter ranges from 3y to 0,.3u. Upon
request we determine wether Ultrafine and Ultracella Filters are
impervious to a 2, congo red solution or an 0,2¢/, benzo pur-
purin solution. Experience has shown that congo red proof filters
also retain albumen.

How to Store_the Filters.

All filters should be kept moist. This is done best in Petri
dishes, glass bowls, or copper boxes containing distilled water to
which a few drops of a suitable disinfectant has been added. We
recommend formaldehyde, activin and others which have to be
selected depending on the sort of work for which the filter is to
be used. It is also sufficient to put a piece of copper (e. g. a copper
coin) into the container, as this metal is strongly disinfectant. Thus
the growth of bacteria in the water and on the filters is prevented.
For this reason we also keep copper boxes in stock, which are
suitable for the transportation as well as the storage of the filters.
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Packing the Filters.

The filters are usually mailed, packed between moist filter
papers enclosed in a guttapercha envelope. Shipping in copper
and aluminum boxes has proved most convenient. These boxes may
also be used to store the filters. The copper boxes have either a
simple lid or an air and water tight cover.

The aluminum boxes have a glass dish inside and are closed
with a screw cover. The glass dish is covered wih a rubber
washer on which an aluminum cover rests. This aluminum cover,
in turn, is pressed down by the outer screw cover.

Assortments and Packages.

The filters are furnished either single, in assortments, In
packages, or in anv desired guantity. (Please give diameter).
An assortment consists of 12 filters of the requested group,
namely:
3 filters of permeability ..coarse”
3 . ' ” medium"
3 . . .fine™
3 . . " Wfinest™
In supplying Membrane Filters — if not specified otherwise, we
include 3 Ultrafine Filters ,,coarse, instead of 3 Membrane Filters
,»finest.
A package consists of:
1 assortment each of the 4 groups of filters in the above
mentioned degrees of permeability.
6 tested filters of various maximum porosities.
3 congo red tested, albumen proof filters, which can only
be supplied up to 15 cm diameter.

Please Note!

Our Membrane Filters can also be used advantageously for
qualitative and preparative work in porcelain suction filters, Buch-
ner funnels, and rapid filtration apparatus with sieve cone. They
can be applied in ordinary filtrations as well as in continous
filtration processes

The cable address of these list:
., Filen 36




Prices from factory except postage and packing perviousness:
Membrane-filters of every degree of

without enclosures gauged withouf with enclosure

Nr. Diameter Piece “:;‘;'f“e“c‘::' enclosure piece piece

Code-W.| Code-W.| |Code-W. {Code-W.

MH00] 500 mim . . . ulmeg — elmeg
M00| 300 o L L ulmed ulmaod nleid elmed
Mixop1xo o . . . ulmez ulnoz uleiz elme
M vl o0 L . L. ulmen nlmon ulein elmen
M ] DO . - ulmes ulmos uleis elmes
M 61 65 . . . . ulmef ulmof uleif elmef
M 60] 60 . . . -}, ulmek ulmok uleik elmek
M 40| 40 | ulmer ulmor | uleier | elmer

With enclosure will mean: stabilized filters.
Black Membranfilter cost as much as white membranefilters plus 10% advance.
Prices of packing will be stated if asked for.

Cella-fillers of every degree of perviousness:
Q3001 300 mm . . . uleed eleod | eiced eleed
1507 150 R ulecem elcomn cicem eleem
¢ 901 90 e uleen eleon eicen eleen
¢ Bl Lo ulces eleos eices elces
¢ 65} 65 .o ulcef eleof eicef elcef
¢ 60| 60 R uleek elcok eicek eleek
¢ 40} 40 , . ulcer eleor | eicer i eleer

Ulirafine-filters of every degree of perviousness
ed tesfed
U300] 300 mm . . . ulfid ulfod | Sosmen density | Uttrafinefilters and

Cis0f 150 , . . . ulfim ulfom uldim | Witra-Cellafiliers
r90l 90 , . . . ulfin ulfon uldin ::h':::";'“:' o
Y B B ulfis | ulfos uldis | “k“;‘ ":rm
65 63 , - . . ulfif ulfof uldif )

60} 60 , . . . ulfik ulfok uldik
401 40 .o ulfir ulfor uldir

Ultra-Cella-filters of every degree of perviousness
d tested
UC 300 o | uleid uleod | Shimen densit

UC 150 Coe uleim ulcom ulrim
UC 90 . S " ulein ulcon ulrin
TC 7 R uleis ulcos ulris
TC 65 { R uleif ulcof ulrif
¢ 60 . e et uleik uleok ulrid
vC 40 . | uleir ulcor ulrir
Filters with fixed time of transit (Z-Values) have 10% advance of cost.
Keeping- and packing boxes.
Copper boxes with covers:

Nr. Size ]Code-W. Nr. Size Code-W.
Kub00 | £. 500 mm filters kudas fKu95 [f. 90 mm filters, high kudah
Ku300 | f. 300 mm filters kudag | Ku90 |f. 90 mm filters, low kudak

Ku 155 | £. 150 mm filters, high kudaml Ku 45 {f. 40 mm filters, high kudal
Ku150 | £. 150 mm filters, low kudan | Ku 40 |f. 40 mm filters, low kudar

Aluminiumboxes:  (with glass set, to be closed)
A190 | forfiltersof 90 mm |aldos JAL75 | forfilters of 75 mm@)| | aldon

3500. 1. 37 Hae.

Printed in Germany.
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Uber ein Verfahren des Nachweises von Colibakterien

und Angehorigen der Typhus-Paratyphusgruppe in 'Trink-
wasser it Hilfe von Membranfiltern M.-F-Methode
B von
Prof. Dr. H. Grofdmann und Dr. A. Beling

\rbeiten. im Jahre 1944 an einem hygienischen Universititsinstitut ausgefihrt

Die Membranfilter nach Zsigmondy kommen chensa wic andere
Bukterienfilter in erster Linie dann zur Anwendung, wenn s sich um
die Lntkeimung von Iliissigkeiten handelt, Auch in der Virns- und
Bakicriophagenforschung finden diese Filter wegen ihrer guten Brauch-
barkeit mehr und mehr Eingang (vgl. G. Seiffert). Gegeniber den
Hartfiltern haben sic den Vorteil, daft durch Absorption eine Ver-
inderung der Zusammensetzung der Flissigkeiten bzw. Lisungen nicht
eintritt.  Im Jahre 1932 haben ersunals russische Autoren ‘B arsof.
Dianowa., Woroschilowa, Rasumo f) unter ganz ncucn Ge-
sichtspunkten diese Filter fiir haktcriologisch-diagnostische Zwecke
angewandt. Das Interesse richteten sic nicht, wie gcwﬁhnlich, auf das
Filtrat, sondern auf den Filterriickstand. Die auf der Oberfliche dex
Filters angercicherten Keime werden in Koloniewachstuin geziichtet.
gezithit und diagnostiziert, indem das Filter auf einen festen Nihr-
boden gelegt und dieses wie ablich bhebrittet wird.

Das Verfahren wurde zuniichst bei Trink- und Gebrauchswissern
fiir den Colinachweis ausgearheitet und  weiterhin auch auf andere
keimhaltige Flassigkeiten, wice Obstsiifte, Brausen, Bicre usw. ausgedehnt.
und wurde im Jahre 1943 in Deutschland bekanntgemacht. Eine erste
kurze Mittcilung hicrither erschien in Deutschland von Schiitz und
Kruse im Jahre 1943.

Apparatur und Methode

Die erforderliche Apparatur wvgl. Abb. 1) und die Filter werden
von der Membranfilter-Gesellschaft Sartorius- Werke, Gottingen, ge-
liefert. Die fir dic laufende Untersuchung von Wasser am meisten

geeignele Apparatur besteht aus folgenden Hauptteilen:




_ Graduierter Glastrichter mit Glasdeckel und einem unteren mit

Bajonettverschlufl versehenen Metallteil,

. einem Metallaufsatzstiick mit Bajonettverschlufl und Filterplatte
zum Auflegen der Membranfilter,
3. Wittscher'topf oder Saugflasche mit Gummistopfen.
. Saugpumpe” (Wasserstrahl oder elektrisch).

Die Grofie dieser Teile ist bemessen fiir eine Membranfiltergrofie
von 42 mm (. Jedes Filter ist numeriert. Diese Nummer bezeichnet
die Porengrsfe. Die Dicke der Filter betrigt ca. 0,1 mm. Aus
Tabelle 1 ist die Beziehung der PorengréBe zur Filtergeschwindigkeit
bei Verwendung von aqua dest. und einem Saugdruck von 0,5 Atmo-
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sphiiren ersichtlich. Fir die Untersuchung von Trink -und Gebrauche-
whssern sind die Nummern 5 und 6 am gecignetsten.

Tabelle !

.

Durchschnittliche Dauer
der Filtration
von 300 ccm aqua dest.

Nr.
des Filters

Kiirzeste und langste

i ) .
Dauer der Filtration GréBe der Poren in

5,0 4-6 0,35
40 3-% 05
22y 15-3 0,7
70" 45 - 90" 09
3y~ 25 - 45" 12

Die Benutzung von Filtern grofieren Durchmessers macht einen ent-
sprechend grofieren aus Porzellan hergestellten Apparat erforderlich.
Der Filterapparat aus Porzellan fir groBere Membranfilter ist dann
angezeigt, wenn ein sehr hoher Keimgehal‘t der Wasserprobe ange-
nommen werden mufl, Die Kolonien verteilen sich dann auf elne
groBere Filterflache, sodafs auch bei relativ grofien Mengen  das
Wachstum von Einzelkolonien zu erwarten ist.

Die Filter werden von der Firma in trockenem Zustand versandt.
Vor der Verwendung fir bakteriologische Zwecke ist zu empfehlen, sie
in 200-igem Alkohol aufzubewahren. Sie werden gebrauchsfiihig ge-
macht, indem sie 2 bis 3 mal je 20 Minuten in destilliertem Wasser
gekocht, damit sterilisiert werden. Dadurch wird zugleich die in den
Poren enthaltene Luft entfernt. Die Poren werden frei passierbar fiir
die Nihrstoffe des Spezial-Endoagars (s. w.), die durch Kapillar-
wirkung die Oberfliche des Filters benetzen.

Bereits vor der Vorbereitung der Filter war der Apparat mit
90 0 -igem Alkohol in folgender Weise sterilisiert worden:

Man umwickelt einen Glas- oder Metallstab mit Watte, taucht
ihn in den Alkohel, entziindet ihn und brennt damit die Innenscite
des Glastrichters, Jessen unteren Metallteil, den Deckel und den
Aufsatzzwischenteil mit Glasfilter gut ab. Beim Abbrennen des
Zwischenteils mufh zugleich mittels der Saugpumpe Luft durch das
Glasfilter gesaugt werden. damit auch dieses sicher sterilisiert wird.
Dem .zimftigen® Rakteriologen mag diese Art der Sterilisation zu-
ndchst nicht kunstgerecht vorkommen, eingehende Erfahrung und
eigens angestellte Kontrollen haben uns jedoch gezeigt. dafl diese Art
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der Behandlung fir dicsen Zweck einwandfrei und geniigend ist, wenn
das Abbrennen nur gewissenhaft durchgefiihrt wird. Man hat alko die
Msglichkeit. mechrere  aufeinanderfolgende Untersuchungen mit dem
gleichen Apparat durchzutithren. wihrend bei Sterilisation im Dampf
tlas Verfahren mit wruh«un und zeitraubenden Umstianden verbunden
wiire,

Weiterhin gestaltet sich der Untersuchungsvorgang wie folgt:

Das Filter “ml mit einer Pinzette stertl entnommen und auf die
Filterplatte so aufgelegt. dad die die Nummer tragende Seite nach oben
zu liegen kommt. Durch Ingangscizen der Saugpumpe und vorsichtiges
Uffnen des seitlich am  Mittelstiick angebrachten Hahnes wird das
Fillcr an der Unterlage teicht angesaugt. Dann wird der Trichter auf
das Mittelstiick .mfrnwu( il 'lur(,h l)nhcn des Verschlusses befestigt.
Vor der Filtration bleibt der Hahn amm Mittelstiick geschlossen. Die
zur Untersuchung benitigte Wassermenge wird in den Prichter ein-
gegossen. sic kann 10,0 bis 500 cem betragen. Wir verfahren dubei
im allgemeinen so. dafl wir bei 7onlmlon Versorgungsanlagen. die
(;rundwasser bzw. {iltriertes Oberflichenwasser fordern, 250 bis 300 cem
Leitungswasser. bei Rohrbrunnen 10,0 bis 100 cem. bei mehr oder
weniger flachen Schachtbrunnen 100 und 50 oder 100 cem zugleach
verwenden, s empfiehlt sich die Untersuchung auch kleinerer \h ngen
schon deshalb, weil bet flacheren Brunnen mit griferem Ke ung(‘hnll
auch mit einer griBeren Zahl von Colikeimen gerechnet werden mufl.
Kinen \uhallspunl\( fiir (ll(‘ \m‘ausnchllwh notm-mhgvn und geeigneten
Wassermengen geben uns in der Regel die verschiedenen llmwehc- die
in den von uns ausgege lu nen B .lm‘bnrwn iiber die értlich hygienischen
Verhiltnisse enthalten sind. Muih mit einer starken oder sehr starken
Verunreinigung des Wassers gerechnet werden. dann hat man 1,0 cem
oder noch weniger zi filtrieren. Hierliir werden 10—20 cem sterilen
Wassers mit demn zu untersuchenden im Trichter gemischt. Es wird
nun zur Filtraion. nachdem die Pumpe in Gang gesetzt worden ist,
der Hahn am Mittelstiick geéfinet.  Nach heendeter  Filtration.  die
nicht bet zu hohem Saugdruck geschehen soll. damit unerwinschte
Zufille. wie z. B. das Zerrcifen des Filters,  vermieden werden, Avird
der Trichter dhtrcnommcn, das Filter unter atullvn Kautelen abgohoben
die untere Seite iber der Flamme vorsichtig getrocknet und mit der
die Nummer tragenden Seite nach oben auf die Spezialendoplatte so
gelegt. dal keine Lufltblasen sich unter dem Filter bilden. Eine
Platte von 10 e Durchmesser kann mit 5 Filtern belegt werden.
Die Platten werden fiir i6 bis 18 Stunden bei 37¢ bebriitet, wobei daraut
au achten ist. dall die Deckel nach unten zu liegen kommen. Nach
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dieser Zeit werden die Kolonien géz#hll, die einen deutlichen Metall-
glanz aufweisen. Dic Zahl dieser Metallkolonien (M-Kolonien), wird
der Zahl der im Wasser vorhandenen Colikeime gleichgesctzt. Hieraus
errechnet sich dann der Colititer z. B. wie folgt: Es wurden 250 ccm
Wasser filtriert. das Filter zeigt 5 M-Kolonien: danach betrigt der
Colititer 250 :5=-50 (vgl. Abb.2).

Wenn das Filter mit einer schr groffen Zahl von M-Kolonien
bewachsen ist, sodaf diese nur schwer zu ziihlen sind, dann errechnet
man die Zahl der Colikeime, indem man einen Scktor auszihlt und
entsprechend  vervielfaltigt. Typische M-Koloni¢n erzeugen auf der
“Unterseite des Filters einen roten Fleck. Durch Zihlen dieser Flecken
kann die  Colizahlbestimmung  u. U, erleichtert werden. Wenn  ein
tvpischer Metallglanz nicht festzustellen ist. die Kolonien aber threm
Aussehen nach Colikolonien schr dhnlich sind, so ist es notwendig, solche
Keime niher zu differenzieren ‘bunte Reihe), um evil. dennoch als
typische  Colikeime angesprochen zu werden.  Nach Beendigung  der
erwithnten Untersuchungen wird das Filter im Trockenschrank bei 60"
iiber 1, Stunde getrocknet und kann aufbewahrt. evtl. in cin Tage-
huch eingeklebt werden.




Natiirlich kommen auch andere Keime als Colibakterien suf dem
Filter zum Wachstum, wenn diese im Wasser enthalten waren, 2. B.
Sporenbildner oder Streptokokken, die ebenfalls aus Milchzucker S#ure
zu bilden vermégen und daher ebenso wie Colibakterien in roten Ko-
lonien wachsen, manchmal au¢h mit Metallglanz. Sporenbildner kdnnen
o. w. makroskopisch ausgeschaltet werden, Streptokokken in der Regel
ebenfalls, da sie nach dem gesamten Kolonicbild von Colibakterien im
allgemeinen unschwer zu unterscheiden sind. Im Zweifelsfall ent-
scheidet das Gram-Priparat. Selbstverstindlich gestattet der Nihr-
bhoden auch das Wachstum von pathogenen Darmbakterien, die ge-
legentlich im Wasser vorkommen kénnen; in erster Linie interessieren
dabei Keime der Typhus-Paratyphusgruppe. Treten verddchtige Ko-
lonien dieser Art auf, so gestaltet sich die weitere Diagnose wie viblich.
Mit dem Nachweis von Typhus-Paratyphusbakterien im Trinkwasser
kann durch die Membranfilter-Methode in héherem Mafle gerechnet
werden als durch andere Verfahren, da die Methode die Verwendung
von grollen Wassermengen gestattet, und die Wahrscheinlichkeit der
Erfassung auch von pathogenen Keimen damit steigt.

Die Erfahrungen haben friihzeitig gelehrt, daf der bei demn Ver-
fahren anzuwendende Endoagar gegeniiber dem originalen Nahrboden
modifiziert werden mufl. Es wird ein Nihrboden verwandt. der fol-
gendermafien hergestellt werden muf:

Auf je 100 cem Fleischwasserpeptonagar Agar loy-ig, pu 7,6)
ninint man I g Laktose, 0,13 g Natriumsulfit, 2,5 eccm einer 205-igen
alkoholischen Fuchsinlésung (basisch). Man kocht 1 g Milchzucker im
Reagenzglas mit 5 bis 7 ccm aqua dest., kithlt ab und gibt das
Natriumsulfit und die Fuchsinlésung hinzu. Das Gemisch giet man in
100 cem fliissigen Agar und giet in 5 Petrischalen mit 10 em >
oder 3 Petrischalen mit 12 ¢cm ¢ aus. Die Endoplatten sollen im
Kithlschrank aufbewahrt und vor Gebrauch nicht getrocknet werden.

Kigene Untersuchungen

. Konirolle des Filtermaterials.

2. Uber die Differenzierung der ._.typischen™ und .atypischen Coli-
keime durch Membranfilter.

3. Vergleichende Untersuchungen mit dem Verfahren nach Kijk -
man.

. Uber den Einflutt der Bebritungsdauer auf die Ermittlung der
Colizahl.

. Ergebnisse an rund 2000 Untersuchungen im Rahmen der Auf-
gaben der Trinkwasserhygiene.




ad 1) Voraussetzung far ein picheres Arbeiten ist die Zuverlissig-
keit des Filtermaterials. Es war daher zuerst ein Versuch zur Kon-
trolle von Filtern verschiedener Herstellungsnummern notwendig. An
50 Filtern der Nummern 5, 6 ud 10 wurde die Durchlassigkeit geprift,
indem kimnstlich mit Colibakterien stark verunreinigtes Wasser fil-
triert und das. Filtrat auf Sterilitit gepriift wurde. Unter diesen
. 50 Filtrationen kam es cinmal bei Verwendung eines Filters Nr.5 vor,
Jaf das Filtrat nicht steril war, sondern Colibakterien enthielt. Bei
den anderen 49 Untersuchungen blieb ‘das Filtrat auch bei lidngerer
Bebriitungsdauer steril.. Die Ursache des einen Versagers kann darauf
heruhen. daf® das Filter einen makroskopisch nicht feststellbaren Fehler
aufwies. oder daB es nicht richtig auf die Unterlage gelegt worden
war. Es ist namlich besonders darauf zu achten, dafl das Filter gut
angesaugt wird (s. o.) und sein Rand genau auf den Rand des Trichter-
gefifes zu liegen kommt. Wird diese Vorsicht nicht gewissenhaft ein-
gehalten, dann kann es vorkommen, da3 das Wasser zum Teil unter
dem Filter durchgesaugt wird. Die zweite Fehlerquelle kann sicher
vermieden werden, die erste jedoch nicht. Wenn auch gerade bei den
Membranfiltern nach Zsigmondy die GleichmiBigkeit der Poren-
grofle besonders gerithmt wird, so ist eine gelegentliche Unregelmifig-
keit der Herstellung doch nicht sicher auszuschlieBen. Es mufl also
damit gerechnet werden, dafl in ganz seltenen Fillen bei einer Fil-
tration die tatsichliche Colizahl nicht ermittelt werden kann. da das
Filter Poren besitzt. die iber die angegebene GriBe hinausgehen. Aber
es ist auch der andere Fall zu erwigen, daf trotz einwandfreien
Filters kleinste Formen von Bakterien das Filter passieren. Sicher muf
auch hiermit gerechnet werden, dean es kann heute wohl nicht mehr
hezweifelt werden, daB es ,filtrierbare® Bakterienformen gibt. Dieser
Zufall kénnte die grundsitzliche Brauchbarkeit der Membranfilter
wohl ebenso wenig ernstlich beeintrichtigen wic der gelegentliche und
unbemerkte Anfall eines defekten oder durchlissigen Filters.

Aus diesem Kontrollversuch geht also hervor, dafl das Filter-
material im ganzen eine sehr gute Sicherheit gewihrleistet.

ad 2) Der Metallglanz der Kolonien auf Endoagar wird allgemein
als ein hauptsichliches Kennzeichen unter mehreren anderen fiir die
Colidifferenzierung angesehen. Der o.a. Endoagar fordert die Fuchsin-
speicherung und damit die Ausbildung von M-Kolonien. so daf ,echte*
Colibakterien an dicsem ins Auge fallenden Merkmal in erster Linie
m erkennen sind. sofern das Kolonicbild auch sonst dem von Coli-
bakterien entspricht, von diesem jedenfalls nicht sichtlich abweicht.
ks mufite daher festgestellt werden, inwieweit der Metallglanz dem
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Verhalten von sogenannten typischen Colikeimen geméaf der bunten
Reile entspricht, bzw. ob das Fehlen cines deutlichen Fuchsinglanzes
.typische Colikeime ausschlieBt oder nicht. Die bunte Reihe erstreckte
sich auf-die Zersetzung von Traubenzucker und Milchzucker, die
Spaltung von Rohrzucker und die Tndolbildung. Wie aus Tabelle 2
ersichtlich, wurden 200 M-Kolonien und 65 vote Kolonien ohne Metall-
glanz. gepriift.
. Tabelle 2

Zahl der Stimme ohne
Metallglanz auf Endoagar

Zahl der Staimme mit

Colibakterien Metallglanz auf Endoagar

typisch
atypisch
Sa.

185
15
200

5
60
65

In weitaus der Mehrzahl der Fille entsprach dem bekannten Coli-
koloniebild das Ergebnis ciner bunten Reihe. wie ¢x wohl allgemein
heute gefordert wird: Vergiirung von Traubenzucker und Milchzucker
unter Gasbildung und vorhandene Indolbildung. In einigen Iillen
konute die Siucrung von Saccharose die Diagnose typisch™ in Anbe-
tracht «er sonstigen eindeutig positiv vorliegenden Merkmale nicht
ausschliellen.  Aber es fanden sich.auch einige Kolonien. bei denen e
Parallchismus  zwischen Kolonicbild und bunter Reihe nicht bestand.
Hier miissen wir also die Konzession machen, daf® bei Beurteilung nach
positivem Fuchsinglanz allein einige Stamme erfafft und diagnostiziert
werden. die in Wahrheit nicht als _typisch® zu gelten haben. Umge-
kehrt fallen einige Stimme ohne Glanz aus. obwohl sie vielleicht
richtiger. wenn man die bunte Reihe heranzicht, als typisch® zu be-
urteilen wiiren. In den letzteren Fillen wird ohnchin die bunte Reihe.
wie schon oben angegeben. die Diagnose sichern. Nun ist bekanndich
in der Wasserhygiene die Colidifferenzierung heute noch der Schwierig-
keit uniceworfen. daB die Abgrenzung [ typisch von .atypisch® mit
Sicherheit nicht immer maglich ist. Wir kénnen dabei allerdings nich
soweil gehen. wie H. Bruns, der offenbar der Amsicht ist, daft ein
Stamm. der Saccharose zersetzt, sich vom . typischen Coli soweit ent-
fernt. daf® er nicht zu beriicksichtigen sei. Diese mifiliche Lage ergibt
sich wohl aus der erheblichen Variabilititsbreite der Coligruppe und
kein bisheriges  Differenzierungsverfahren wird dem  soweit gerecht.
dald es ginzlich ohne dic subjektive Einstellung des mehr oder weniger
erfahrenen Untersuchers abginge. Wenn man sich aber schon auf ein
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bestimintes- Verfahren festlegen mufl, so glauben wir in der vorliegenden
Frage mit der M.-F.-Methode Erfahrungen gemacht zu haben, die
sowohl den theoretischen wie den praktischen Forderungen weitestgehend
entsprechen. Der damit verbundene Nachteil, dafl gelegentlich  ein
glinzender Stamm als ,,'bcdcnl;lich“ bezeichnet wird, der nicht zum
sechten” Coli gehort, beeintrichtigt keimesfalls ernstlich die Vorteile
des Verfahrens. Wenn man cintdumt. daf bei jeder Methode gewisse
Nachteile hinzunehmen sind, so kénnen die Vorteile der M.-F.-Methode
gegenitber dem am meisten verbreiteten Verfahren nach Eijkman
nicht hezwetfelt werden. Dies ist aus der niichsten Versuchsreihe deut-
lich ersichtlich. Davon abgeschen ist in der Wasserhygiene cin strenges
Schema nicht angezeigt, vielmehr hat die besondere Lage des einzelnen
Falles zu der Entscheidung mit beizutragen. ob einem Befund eine Be-
deutung beizumessen st oder nicht.

ad 3) 200 Wasserproben. und zwar 140 Proben Leitungswasser
und 60 Proben Brunnenwasser, wurden zugleich nach Eijkman und
mit der M.-F.-Methode untersucht. Fiir die Filtration haben wir bei
Wasser aus  Finzelbrunnen 10-—350 cen, bei zentralen  Versorgungs-
:mlu};cn 100—250 cem Wasser verwandt. Nach Eijkman wurden bei
Brunnenwasser angesetzt 0,1, 0,5, 1,0, 10,0 und 25,0 eem, hei Leitungs-
wasser 0.1, 0,5, 10.0 und 100,0 ccm.

Fabelle ™

Zahl der nach | Zahl der mit mit beiden
Eijkman Membranfilter \erfahren
positiven positiven ibereinstimmend

Gesamtzahl der
Untersuchungen

Herkunft der Proben

Einzelbrunnen 60 24 30 54
Zentrale .
Versorgungsanlagen 140 18 32 126

Sa. . 200 42 62 180

Aus der Tabelle 3 sind die Ergebnsse vergleichsweise ersichtlich:
. D - =4 . -
Mit der M.-F.-Methode wurden wesentlich mehr positive Fille fest-
- - l »

gestellt. besonders bei der Untersuchung von Leitongswiissern. Nur in
cinem einzigen Falle war Eijkman pesitiv. die M.-I'.-Methode
negativ. Es kann als sicher angenommen werden, dalb sich dieses viel
bessere Abschneiden der Leitungswiisser hauptsiichlich aus der Verwen-

- . o - l . .
dung groderer Wassermengen zur Untersuchung evklirt als dies bel
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dem Eijkman’schen Verfahren durchfithrbar ist, wenn dieses im
groflen angewandt wird. Auch bei den Proben aus Einzelbrunnen
diirfte dies ins Gewicht (ullen, denn auch hier wurden im ganzen
grofle Wassermengen untersucht. Es mufl erwihnt werden, daf die
Eijkmankolben aus #ufieren Grimden nicht bei 46, sondern nur bei
379 bebriitet werden konnten. Es kann sich dies fir Eijkman zum
Nachteil ausgewirkt haben. Andererseits ist es bekannt. dafl die Be-
briitung bei 46" gegeniiber der nur bei 37¢ nicht immer mit dem
urspritnglich angenommenen grofien Vorteil des Verfahrens verbunden
ist. Tatsiichlich verzichten viele Laboratorien iiberhaupt auf eine Be-
briitung bei 46°. Umgcekehrt ist auch hervorzuheben, dal wir in der
Regel nicht nur dic Kolben bzw. Réhrchen mit Gasbildung zur wei-
teren Untersuchung abgeimpft haben, sondern alle Kulturen, die Wachs-
tum zeigten. Dadurch wurde sicher mancher Colistamm erfafit, der
dem Eijkman’schen Grundprinzip nicht als solcher entsprach und . nor-:
malerweise” nicht erkannt worden wiire. Dieses Verfahren kam also
der Fijkman’schen Mecthode zugute. Wigt man Vor- und Nachteile
ab, so kommt man zu dem Ergebmis: Die M.-F.-Methode hat den
groffen Vorteil, daf} heclichig grofle Wassermengen untersucht werden
konnen, und dafk die Schwierigkeiten, die aus dem gleichzeitigen Vor-
handensein von Saprophyten aller Art fiir den Colinachweis hei Eijk -
m an erwachsen, \v(‘j;fallcu.

ad 4) Die Errechnung des Colititers stiitzt sich aul die Menge der
auf dem Filter gewachsenen und gezihlten Kolonien. Dabel wird still-
schweigend von der Annahme ausgegangen. dafl jede Kolonie einem
Colikeim entsprichi. Diese Annahme ist nicht ohne weiteres richtig.
da wir ja nicht ein Reinkulturverfahren im Koch'schen Sinn anwenden.,
Ls ist vielmehr wahrscheinlich, dal die geziihlien Kolonien hinter der
Menge der tatsichlich vorhandenen Colikeime mehr oder weniger zu-
riickbleiben.  Bei dichterem Wachstum und bei lingerer Bebriitung
kionnten manche Kolonien so zusammenwachsen, dafl auch mit der Lupe
nur eine Kolonie abgelesen wird statt mehrerer. Um nach Miglichkeit
die Grile dicser PFehlerquelle, sofern sic iiberhaupt vorliegt, zu er-
mitteln. wurden folgende sichen Versuche angesetzt (s. Tabelle 4).
Colifreie Wiisser wurden mit einer verdiinnten Aufschwemmung von
Colibakterien versetzt. Die gleiche Menge Wasser wurde mehrere mal
hintereinander [iltriert und die bebriiteten Filter wurden nach 8, 10,
14, 16 pnd 24 Stunden durch Auszihlen der Kolonien untersucht. Aus
Tabelle 4 ist folgendes ersichtlich: Die Menge der gezihlten Kolonien
nimmt mit der Dauer der Bebriitung ab. Diese Abnahme ist bis gu
16 Stunden gegeniiber der Zahl nach 8 Stunden in der Regel nicht
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Tabelle 4

Versuch Bebriitungsdauer in Stunden
Nr. 10 14 16 24

| 25 ‘20 20 19

i 29 29 | 27 16
n , 20 19 19 18
Y 25 23 17 17
v | 33 27 27 28
Vi 30 30 27 25 25

Vil 25 25 24 25 20

erheblich, nach 24 Stunden kann sie aber schon wesentlich griofier
sein. So ist bei Versuch II die- Kolonienzahl nach 24 Stunden gegen-
iiber der nach 8 Stunden fast um die Hilfte abgesunken, withrend nach
16 Stunden kaum ein Riickgang festzustellen war. Diese Erscheinung
beruht. wie vermutet und wie es sich durch fortlaufendes Auszihlen
auch feststellen laft, auf dem Zusammenwachsen mehrerer Kolonicn,
sodat bei zunehmender Bebriitungsdauer weniger Kolonien geziihlt
werden als urspriinglich angewachsen sind. Das Absinken bis 16—18
Stunden muf also in Kauf genommen werden, denn crst nach dieser
Zeit sind die Kolonien so groff ausgewachsen und ist der Metaliglanz
so gut entwickelt, da leicht gezihlt und diagnostiziert werden kann.
[Erst nach 24 Stunden zu zihlen, ist nicht n(‘itig und auch nicht ratsam,
da dic Zahlen von den urspriinglichen schon stark abweichen kiénnen.
Das ist besonders zu beachten, wenn es sich um stark verunreinigte
Wiisser hundelt. Diese Fehlerquelle ist nicht zu bestreiten, aber doch
nicht von ecrheblicher Bedeutung. s hraucht nicht betont zu werden,
da die Genauigkeit der Colititerermittlung trotzdem viel héher liegt
als bei dem Verfahren nach Fijkman (s.0.).

ad 5) Auf Grund der oben geschilderten Versuche haben wir
die M.-F.-Mecthode fiir die laufenden Wasscruntersuchungen eingefiihrt
und an rund 2000 Proben die in Tabelle 5 wiedergegebenen Be-
funde erhoben. Dicse beziehen sich auch auf den Nachweis von

Keimen der Typhus-Paratyphusgruppe.
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"Tabelle 5 ‘

Positive Befunde fiir tur Typhus-

Bact. typhi B“L | Paralyphus-

oli ; gruppe posi-
Bact. Coli | Bact. typhi Daraut;:hiB Paratyphi B | tive Befunde

. e A — | insgesamt
Zahl | /o | Zahl | o/ | Zahl | 9, | Zahl| *, [Zahi-T on—

182 | 123] - | - 2 '013[ 2 |03

Zentrale !

Anlagen in . |
Kleinstadten 32 280

Einzelne

Rohrbrunnen | 130| 41 ' 31,5 16 : : 4

Herkunft
der Probcn

Gesamizalil d.
Unfersuchung.

8

Wasserwerk

-
-
(4]

Einzelne i

Schachtbrunnen| 235 185 | 78,7 |13 08| 5 |e

Se. (1945|440 '225] 5 (o025 1 | 5 '025[11 o054

Die Mehrzahl dieser letzteren Befunde wurde nicht mit dem o. a.
Endoagar, sondern mit cinem fiir unsere besonderen Zwecke etwas
abgeinderten Wismutsulfitagar nach Wilson und Blair erhoben.
 Dieser fitr das Wachstum, hesonders von Typhuskeimen, aber.auch fiir
das von Paratyphusbakterien elektive Niahrhoden hat sich nicht nur fir
die Diagnose aus Stuhl und Urin, sondern vor allem auch fiir den
Nachweis dieser Bakterien in Wasser und Abwasser durch die M.-F.-
Methode sehr gut bewihrt. Auf diese Befunde kommen wir in der
Mitteilung II zuriick. hier soll nur darauf hingewiesen werden, daf
die M.-F.-Methode sehr wohl auch zu dem sehr wichtigen Nachweis
pathogener Keime herangezogen und ausgebaut werden kann.

Sehr hiiufig wurden Colibakterien in den Schachtbrunnen nach-
gewiesen, mit abfallender Hiufigkeit in ~Einzelrohrbrunnen und im
Leitungswasser zentraler Versorgungsanlagen. Dem entspricht die Fest-
stellung, dafl die hygienischen Verhiltnisse bei Schachtbrunnen erfah-
rungsgemifl und in unserem Untersuchungsgebiet ganz besonders ein-
deutig am ungiinstigsten liegen, dagegen besser, aber doch auch un-
befriedigend bei Einzelrohrbrunnen. Hiufig handelt es sich auch hier.
wie bei den Schachtbrunnen, um flache Anlagen, die Verunreinigungen
von oben leicht ausgesetzt sind. Dementsprechend ergaben diese beiden
Brunnenarten auch am hiufigsten einen positiven Typhus- oder Para-
typhusbefund. Auch aus Wasserproben von kleineren zentralen Anlagen
der lindlichen Kreise wurden recht oft Colibakterien geziichtet. Zum Teil
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liegen hier tatsichlich Verunreinigungen des Grundwassers bzw. Lei-
tungswassers vor, zum Teil beruhen die Befunde sicher auf zufilligen
Verunreinigungen; dies wird auch dadurch wahrscheinlich gemacht,
daB das von uns laufend selbst iberwachte Werk einer Grofistadt
wesentlich seltener Colibakterien aufwies. Wenn aber auch hier die
Colibefunde doch haufiger sind, als man bei einer zentralen Grof-
anlage, die boden- und uferfiltriertes FluBwasser fordert, erwarten
sollte, so erkldrt sich dies aus besonderen ortlichen Verhiltnissen. Aus
den gleichen Zusammenhiingen erklirt es sich wohl, da gerade hier mit
der M.-F.-Methode Paratyphus-B-Bakterien wiederholt nachgewiesen
wurden. .

Zueammenfassende Beurteilung.

Die Anfofderungen, die im allgemeinen an ein neues Verfahren
gestellt werden miissen, sind: Sicherheit, Einfachheit und Schnelligkeit.
Nur wenn diese Voraussetzungen wirklich gegeben sind, besteht die
Aussicht, dafl sich eine neue Methodé mehr und mehr einfiihrt. Dies
bedeutet nicht, dal etwas Neues nur mit Vorteilen verbunden sein
miisse und nicht’ auch Nachteile aufweisen kinne, gegeniiber bereits
bewiihrten Methoden miissen aber die Vorteile iiberwiegen. Auf Sicher-
heit und Schnelligkeit der bakteriologischen Untersuchung muf auch
die Trinkwasserhygiene besonderen Wert legen, da ihr im Rahmen
der Seuchenbekimpfung eine bedeutsame Stellung zukommt. Der Coli-
titer hat sich als Indikator fiir die hygienische Beurteilung seit langem
hewihrt. Zwar gehen die Ansichten tiber seine Bewertung im einzelnen
auseinander, und es lassen sich Grinde fiir und gegen seine hervor-
ragende Bedeutung anfithren. Es michte aber kein Hygieniker in seiner
verantwortungsvollen Titigkeit auf die Coliuntersuchung verzichten.
Das Bestrebenmuf dahin gerichtetsein, Colibefunde
im Wasser moglichst sicher und genau zu erfassen
und nicht zu abersehen Dafl diesbeider Verwendung
von groBeren Wassermengen eher moglich ist als
bei der von kleineren, ist auer Zweifel. Diesen
Vorteil bietet die M.-I.-Methode mehr als jede
andere. er kommt vor allen Dingen der laufenden
Untersuchungvonzentralen Versorgungsanlagenzu-
gute. DaB der Colititer adf dicse Weise ebenfalls genauer erfafit
wird als mit allen anderen Methoden, ergibt sich ohne weiteres aus
der Maglichkeit, eine recht genaue Colikeimzihlung vogzunchmen.
Die Colikeime werden bekanntlich auch bei dem Gottinger Ver-
dunstungsverfahren nach Marmann und mit der Milchzuckerfuchsin-
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gelatine nach Biirger gezihlt, doch fallen auch hierfiir, wie gesagt,
beliebig groBe Wassermengen weg, auierdem sind auch diese Verfahren .
zeitraubender, umstindlicher und kostspieliger als die M.-F.-Methode.
Die Abgrenzung der ,echten” Colibakterien stitzt sich beim M.-F.-Ver-
fahren in erster Linie auf das Koloniebild, wobei der Metallglanz als
Merkmal gegenitber den ,nicht echten Colibakterien besonders betont
wird. Wie oben gezeigt, stimmt dieses ,,Schnellverfahren® iiber-
raschend gut mit der biochemischen Differenzierung iberein. In
manchen Fillen werden dadurch zeitraubende, mit Schwierigkeiten
verbundene Untersuchungsreihen vermieden, die schlieBlich dennoch
nicht zu einer cindeutigen Abgrenzung fithren. Es wird immer eine
gewisse Zahl von zweifelhaften Fillen geben, bei denen es dem Unter-
sucher iiberlassen bleiben muB, sich je nach Lage der ortlichen Um-
stinde und sénstiger Bekundungen nach der negativen oder positiven
Seite zu entscheiden. Man kann also nicht sagen, daB diese cinfache
Handhabung einer Ungenauigkeit in der Differenzierung entspriiche.
Endlich ist auch nicht zu vergessen, dal bei der M.-F.-Methode die
Moglichkeit der beschleunigten Durchfithrung von wiederholten und
kontrollierenden Untersuchungen als weiterer Sicherheitsfaktor gegeben
st. Hierin stehen die anderen Verfahren erheblich zuriick.

Eines weitcren Punktes, der die Frage der Sicherheit betrifft,
mufs noch Erwihnung getan werden. In unsere oben mitgeteilten
Untersuchungen haben wir ohne Auswahl Wasserproben jeder Art und
Herkunft cinbezogen. Darunter befanden sich auch, besonders bei den
Einzelbrunnen. solche Proben, die erst nach mehrtigigem Transport
wur Untersuchung kamen. Es ergibt sich die Frage, ob eine lingerc
Transportdaucr nicht ungiinstig auf den Colinachw¢is mittels Membran-
filtern wirk(. Zweifellos finden sich in solchen Proben auch Coli-
bakterien. dic in ihrer Vitalitit stark geschwicht sind. Sie kénnten
auf der. Endoplatte. von deren Oberfliche aus die Nihrstoffe durch dic
engen Filterporen diffundieren. nicht mehr angehen, wohl aber im
flissigen Niihthoden. Zwar haben wir hierzu eigens Untersuchungen
nicht angestellt. doch sprechen dic in den Tabellen 2—5 niedergelegten
Ergebnisse gegen cine solche Moglichkeit. Der vermehrte Colinachweis
segeniiber Eijhkman und die sehr hiiufigen Colibefunde gerade in
Proben aus Schachtbrunnen berechtigen uns vielmehr zu der Annahme,
daf dieser Frage eine praktische Bedeutung im Sinne etner Iehler-
quelle kaum zuzukommen scheint. Soweit es sich bei hoher Gesamt-
keimzahl um wenig Colikeime handelt, dirfte im aligemeinen ‘der Vor-
teil gerade auf seiten der M.-F.-Methode, also des festen Nihrbodens -
liegen, da hier antagonistische Wirkungen, die im [hissigen Nihrboden
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die Vermehrung geschwiichter Colikeime nicht gestatten, nicht die
gleiche Rolle spielen. Bei grofieren Colimengen wird ¢s wohl eher zu:
cinem Ausgleich kommen. Man koénnte fast annehmen. daf} das Filter
gerade besonders giinstige Bedingungen fiir Oberflichenwachstum bietet,
gegenither festem Niihrboden ohne Filter jedenfalls nicht zuriicktritt.
Besondere Untersuchungen hierzu stehen allerdings noch aus.

So kommen wir zu dem Schluf:

1. Die Membranfilter nach Zsigmondy ecignen sich vorziiglich
rum zahlenmifligen Nachweis von Colibakterien und Keimen der
T'vphus-Paratyphusgruppe in Trinkwasser, indem die im Filterriick-
stanel enthaltenen Keime durch Auflegen des Filters auf einen festen
Spezialniihrboden zur Vermehrung mit Kolonicwachstum gebracht
werden.

2. Gegeniiber dem Anreicherungsverfahren nach Eijkman ge-
lingt der Colinachweis wesentlich haufiger.

3. Der Hauptvorteil ist darin zu erblicken, daf® bei nicht zu keim-
reichen Wissern beliebig grofie Wassermengen untersucht werden
konnen. Dadurch werden geringe Colimengen leichter crfaflt, die
Sicherheit des Nachweises wird also erhoht. -

4. Als weitere Vorteile sind gegeniiber allen derzcitigen Methoden
festzustellen: Einfachheit, Schunelligkeit und Billigkeit ohne Beeintrich-
tigung der gebotenen Sicherheit in der Diagnose. '

5. Als Nachteile sind zu vermerken: Die Abhiingigkeit von Be-
schaffenheit und Beherrschung der Apparatur und von der Qualitit
des Filtermaterials. Die Erfahrung zeigt, daff diese Nachteile gegenither
den Vorteilen praktisch nicht ins Gewicht fallen.

6. Die Methode wird zur weiteren Nachpriifung und zur Ein-
fithrung in die Trinkwasserhygicne empfohlen.
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Uber den Nachweis vor 'l‘yphl}s-.Parutyphushaklvrien n
Oberflichenwasser mit Hilfe der Membranfilter-(M-F.-)

methode, zugleich ein Beitrag zur Frage der Leistunes-

« fahigkeit der Wismutsulfitagarplatte nach Wilson und Blair

- von

Prof. Dr. H. Grofimann und Dr. A, Behing

Arbeiten, i Jahre 1944 an einem hygicnischen Universttiitsinstitut - ausgedihet

In Mitteilung 1 haben wir bereits kurz daraul hingewiesen. «dafd
wir zur Feststellung von Typhus-Paratyphusbukterien in Trinkwasser
mit Erfolg den Wismutsulfitagar nach Wilson-Blair benutzt

haben.

Dieser in Deutschland noch wenig bekannte Nihrboden stellt ein fir die
Salmonellagruppe. inshesonderc fiir Typhushakterien selektives Nihrsubtrat dar.
das auch nach unseren lrfahrungen cinen viel hiufigeren Nachweis dieser
Keime ermoglicht, als dies mit anderen dblichen Methoden der Fall ist. -Wir
haben dic Wilson-Blairplatte bei der tiglichen Stuhl-Urindiagnose mit bestem
Erfolg angewandt. Die selektive Wirkung beruht darauf. daf Wismutsulfit
in Anwesenheit cines Natriumsulfitiiberschusses  das  Wachstum  von  Coli-
bakterien und anderen RBeglejtbakterien verhindert bzw. vermindert. Gleich-
zeitig wird - Wismutsulfic in Anwesenheit  von Dextrose durch Typhus-Para-
typhusbakterien zu schwarzem Sulfid reduzicrt.  Colibakterien kommen  al:o
entweder iiberhaupt nicht oder nur in uncharakteristischen Kolonien zum
Wachstum ;5. Abb. 1). Auch Proteusbaktcrien entwickeln sich nicht oder sie
wachsen als O-Form in griinen Kolonien ohne Schwirzung. Uber ausgezeich-
nete Erfahrungen bei  Faccesuntersuchungen unter Anwendung einer cigenen
Modifikation berichten in letzter Zeit Cevnozubow . Filipovie, Herr-
mann und Stavel. Dort findet sich anch eine ausfithrliche Darstetlung
der Entwicklung und Anwendung dieses Nihrbodens.  Wir selbst hielten
uns im wesentlichen an die Modifikationen von Wilson-Blair von 1931
nnd 1933 und benatzten folgende Zusammensetzung: '

’ Stammldsung bestehend aus:

1. 100 g Natriumsulfit auf 400 cem aqua dest..

2. 50 g Natriumphosphat auf 100 cem aqua dest..

3. 50 g Dextrose auf 250 cem aqua dest..

4. 30 ¢ Wismutammoniumeitrat in  Lamelliz in 200 cem agqua tdest
10 cem  100%-ige Natronlauge. )

Auf einen Liter 30p-igen Agar kommen 200 cemn  dieser Stammlisung.
weiter ein Zusatz von 10 cem einer 8 fo-igen Ferrosulfuricnmlisung wnd
5 cem einer 19o-igen Brillantgrinlésung.
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In diesemt Zusammenhang soll in erster Linie die Anwendung des
Nihrbodens auf die Untersuchung von Oberflichenwasser it Ililfe der
M. F.-Methode intevessieren. Es hat sich gezeigl. dafd bei Benutzung
cines Agars von L0 his L3 0w der Nihrboden fitr Filteroberflichen-
wachstum ebenso brauchbar ist. wie der von uns angewandte Endoagar
fir den Colinachweis. Der Agar wurde entweder regelmiiiiy friseh
hergestellt oder nach Gebrauch nach dem von Bartels angegebenen
Verfahren regeneriert.

Untersuchung des Wachstums von Goli-. Typhus-Paraty phus-
bakterien auf Membranfiltern

Es war zunichst unsere Aufgabe. an ciner gréferen Zahl von
Stimmen Wachstumspriifungen durchzufiihren, um damit eine Grund-
lage fiir die Anwendung der M. F.-Methode anf die Wilson-Blairplatte
zu schaffen.

Es wurden Aufschwemmungen von Renhulturen in gecigneter  Ver-
dimmung  verwandt, derart. daf® cine frische  Schvigagadkultur mit 10 cem
NaCl-Losung abgeschwemmt worde und von dieser Abschwemmung 3 Usen
- P N (o e . . . . . . "
in 10 cem NaCl-Losung. davon wieder 3 Usen in cinen Liter NaCl-Losung
gegeben wurden. Von dieser letzten Verditnnung wurden gewdlnlich 25 cem
filtriert, um  geniigendes und nicht zu @ippiges Wachstum zu crzielen.

] 1. Colistimme.

al 16 aus Flufiwasser  gezitchtete Stinune:  kein Wachstum,  hierunter
3 Stiimme indolnegativ.

b) 68 aus Trinkwasser geziichtete Stimme: bei 22 Wachstum. jedoch
ohne  Schwirzung  und  Reduktion. darunter 200 Stinmme  indotoegativ, einer
fraglich, ciner indolpositiv. Von den 46 Stimmen. lie kein: Wachstum zeigten,
bildeten 41 Indol.

' 27 aus Stuhl und Urin gezitchtete Stimme: bei 6 Wachstum anf
Wilson-Blair.

Weitaus die Mehrzahl der Colistimme ging also auf Wilson-Blair
nicht an (Alter dér Platten durchschnittlich 3 Tage. Bebritung iiber
40" 37°). Die meisten der Stimme, die. Wachstum zeigten, lieBen
zugleich die Fiahigkeit der Indelbildung vermissen.

2. Tyvphus-Paratyphusstimme.

25 Typhusstimme, fri~ch aus Stub! und Urin geziichtet,

1 Paratyphus-B-Stamm. frisch ans Wasser geziichtet,

1 Paratyphus-C-Stamm. Laboratoriumsstamm.
Alle Stimme zeigen Wachstuni (Ziiehtungsbedingungen  wie oben).  Folgende
Wachstumsformen der Typhen lassen sich unterscheiden:

1. Schwarze Kolonien mit mectallisch-sehwarzer Verfirbung der Umgcbung
Rand und Reduktion (s. Abb. 1.

2. Griine Kolonien mit hellem Ilof.

20




. Braun-griine Kolonien mit schwarzent Zentrum.

. Griine Kolonien, schwarzes Zentrum. schwarzer Hof,

. Braune Kolonien mit schwarzem Zentrum und schwarzem Rand.

. Schwarze Kolonicn ohne HoT. oder mit nur schr schwach ausgebildetem

Hof, colidhnlich. _
tnnerfialh dieser Formen kommen numcherled Ubergiinge vor.

Paratyphus B und € zeigen schleimige braune Kolonien mit sehwarzem
Rand und Reduktion

Phact. Col
Abb. 1

Typhus-und Colibakterien
auf Wismutsulfitagar mit
Membranfilter.
Tvphushakierien: griine Kolonien
mit dunklem Zentrum schwarzer
Umgebung (Reduktion)

indolnegative Colibakterien:
schleimive schwarze Kolonien keine
Schwarzfirbung der Umgebung.

echte Colibakterien: ohne Wachs-
tum “’)(‘i)riihmg: 40h hei 377

Pact Coh

andolnegativg
Pt topin

Bracl Call

Ahb. 2
Fl.- Phdnomen

(schwarze Flecken auf dem Agar)
hei Tephushakterion, dagegen nicht
hei Calibakterient Bebritung: 40+
hei 37

(Niihrbaden ohne Filter

Pt Coli
cndalnegativy

Bact fophi




Als ein diagnostisch vielleicht wichtiges Merkmal bei simtlichen
hier untersuchten Stimmen aus der Salmonellagruppe méchten wir
die Ausbildung von mehr oder weniger schwarzen bis braunen Flecken
an der Stelle des Koloniewachstums auf dem Agar auffassen. Dieses
Phanomen ist u. U. erst nach lingerer Bebriitung deutlich ausgeprigt.
Es ist auch dann zu beobachten. wenn ecinzelne Kolonien nur griines
Wachstum zeigen s ob.2.). Dadurch kann also die Aufmerksamkeit
auf das Vorliegen von Typhus-Paratyphusbakterien gelenkt und AnlaB zu
weiterer Untersuchung gegeben werden. wenn das Koloniebild nicht auf
solche Keime hinweist. Durch versichtiges Abheben des Filters {s. Abb. 2
kann man sich leicht ven der Lage des Agarfleckes und der zugehd-
rigen Kolonie iiberzeugen. so daB die lctztere abgeimpft und weiter
untersucht werden kann. Demgegeniiher begegneten wir bisher keinen
echten Colistimmen. die das Phanomen der Fleckenbildung (= FL.-Phi-
nomen) gezeigt hitten. Unter den oben unter |e angefithrten 6 Coli-
staimmen aus Stuhl und Urin mit Wachstum auf Wilsen-Blair
fanden sich zwei. bei denen Fleckung des Agars ebenfalls zu beobachten
war. Die weiteren Untersuchungen mittels Anreicherung ergaben jedoch
die gleichzeitige Gegenwart von Typhushakterien. die in engster Sym-
biose mit den Colibakterien lebten. so daft das Fl.-Phanomen sehr wahr-
scheinlich auf dic Typhusbakterien zuriickzufithren war. Wir sahen
bis jetzt keine Typhus- und Paratyphusstimme. die diesen Effekt nicht
gezeigt hiitten. auch konnten wir alle positiven Ziichtungsergebnisse aus
Oberflichenwasser und Trinkwasser in Verbindung mit diesem DPha-
"nomen erzielen. doch fanden sich gelegentlich dieser Untersuchungen
auch Keime saprophytiirer Art (Paracolibakterien. Gelbkeime). die den
Agar ebenfalls fleckig veriinderten (s.u.). Dax schwarze oder griine
Wachstum ist auch von der Dichte der \ussaat abhiingig. Der Nach-
teil eines zu dichten Wachstums und damit der Behinderung der Aus-
bildung des Fl.-Phinomens diirfte unter den praktischen Bedingungen
der Trinkwasseruntersuchung allerdings kaum eine Rolle spielen. Reine
Stimme. die ausschlicBlich gritn ohne jede Reduktion wachsen, haben
wir (im Unterschied zu den kroatischen Autoren) bisher nicht beob-
achtet. Es ist méglich. daff bei dem von uns verwandten Agar zu
1.0—1,5 ¢ bessere Bedingungen vielleicht gerade auch beziiglich der
Reduktionswirkung  Fleckenbildung) vorliegen konnen, als bei dem
iiblichen Agar zu 3vo. Die Abhingigkeit des Wachstums und des
Koloniebildes von manchen geringfiigig erscheinenden Faktoren ist nicht
ru verkénnen. so daf ein Einfluf auch auf die Ausbildung des Fl.-
I’hanomens wohl méglich wiite. So hat die Verwendung des Komplex-
salzes Wismutammoniumcitrat in Pulverformn statt in Lamellen einen

22




deutlich ungiinstigen Einfluf auf die Reduktionsfihigkeit. Auch ist
nach unseren Beobachtungen die verwendete Peptonart nicht gleich-

giiltig.
Das besondere Augenmerk im Zusammenhang mit der Anwendung

der M.F.-Methode haben wir bisher auf den

EinfluB der Dicke der Agarschicht, des Alters der Agarplatten
und der Bebriitungsdauer

gerichtet. Wir unterscheiden hier Versuche mit regeneriertem und
solche mit frischem Agar. Als dimne Schicht wurde eine Héhe de~
Agars von 1,0—15 mm gewihlt, als dicke Schicht eine solche von
2,5~4,0 mm.

I. Regenericrter Agar.

Hierfiir ~wurden verwandt 2 Typhusstimme und 1 Para-
typhus-B-Stamm. Fiir die beiden Typhusstimme erwies sich als am
giinstigsten: Platten im Alter von 3 Tagen und von einer Dicke von
2—3 mm, Priifung nach 20 " und 40 " bei 379 Unter diesen Be-
dingungen war die Reduktion und das Fl.-Phinomen am ausgepragtesten.
Mehrfach war bei dicker Schicht zu heobachten, da bei lingerer Be-
britung eine, Verinderung in der Siuirke der Reduktion und der
Schwarzfirbung eintrat, sei es, dafl diese dann am deutlichsten war
oder gegentiber der kiirzeren Bebriitungsdauer ganz abgenommen hatte.
Auch der Paratyphusstamm zeigte unter diesen Bedingungen das beste
Wachstum. Stets war “mit einer intensiven Reduktion und Schwirzung
eine deutliche Fleckenbildung auf dem Agar verbunden. wihrend diese
bei 4 Tage alten Platten und diinner Schicht ganz oder fast ganz aus-
bleiben konnte. auch bei Bebriitung iiber 40" . Die Polymorphic des
Koloniebildes stand bei dem gleichen Siamm in dirckter Abhingigkeit
von der Variation der erwéhnten dufieren Faktoren. also der Dicke der
Agarschicht. dem Alter der Platien und der Bebrittungsdauer. Allein
schon hieraus ist crsichtlich, dafl die Festlegung eines bestimmten
Kolonietypus. der diagnostiseh sicher verwerthar wire, kaum mag-
lich ist.

II. Frischer Agar.

Nicht dic gleichen Ergebnisse hatten wir mit frischem Agar. Hier-
fir benutzten wir 4 frisch aus Stuhl geziichtete Tyvphusstimme. Das
Ergebnis unterschicd sich insofern von dem mit regeneriertem Agar
erzieltem, als dic giinstigsten Bedingungen ganz frische Platten bei einer
Bebriitungsdauer von 40 b boten. Die Schichtdicke war dabei ohne
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Einfluf. Ebenfalls noch brauchbar waren Platten im Alter von 1—2
Tagen. doch machte sich hier schon ein Emflul der Schichtdicke
geltend. indem bei nianchen Stimmen Reduktion und Fleckenbildung
ausfielen. Bei'3 Tage alten Platten trat gutes Wachstum nur bei dicker
Schicht mit schwacher Fleckenbildung ¢in. Das Aussehen der Kolonien
war gegenitber dem  bei regeneriertem Agar micht augenfillig ver-
schieden. Vergleichende Untersuchungen mit den gleichen Stimmen
wurden allerdings nicht ausgefiihrt.

Dementsprechend lielen 4 aus Wasser geziichtete Colistimme auf
ganz frischen. Agarplatten bei allen Schichtdicken jedes Wachstum ver-
missen (40" 370). Mit zunehmendem Aler der Platten zeigte sich
schwaches Wachstum, jedoch chne Reduktion und Fleckenbildung. Von
12 weiteren Colistimmen gaben 10 auf Agarplatten im Alter von
9 Tagen gutes Wachstum. dhnlich wie Typhusbazillen mit Reduktion,
aber ohne Fleckenbildung.

Aus I und Il ist also ersichtlich., daf® das Alter der Platten mit
der Aushildung ,,tvpischer” Kolonien und der selektiven Wirkung sehr
eng verbunden ist. Das gegebene, da das sicherste und einfachste, ist
die Verwendung maglichst frischer Platten, hergestellt mit frischem,
nicht regeneriertem Agar. Es kann aber nicht behauptet werden, daf3
regencrierter Agar unbrauchbar wire. wic oben gezeigt. Dic Regene-
rierung bringt jedoch immer den Nachteil mit sich. daf dic chemische
Zusammensetzung des Agars nicht kontrollierbar ist und wechseln kann.
Sie hat — wovon man sich durch laufende Kontrollen iiberzeugt —
auf das Wachstum an sich keinen ungiinstigen Einfluf}; das betrifft vor
allem die selektive Wirkung. Manchmal hatten wir sogar den Ein-
druck. daf regenerierter Agar bessere Ergebnisse brachte als frischer.
lmmerhin stellt dic Regenerierung cinen Notbehelf mit manchen Im--
ponderabilien dar. und es ist auch nicht erwiesen, ob nicht das Haupt-
kennzeichen der Salmonellakultur, nidmlich Reduktion und Schwarz-
firbung, gelegentlich ungiinstig beeinflut werden kann. Vielleicht war
auch bis zu einem gewissen Grad die Abgrenzung der oben angefiihrten
Wach=tumsformen von solchen durch Ungleichmifligkeit der Nihr-
biden verursachten Bedingungen abhiingig, zumal wir dabei noch niche.
geniigend das geeignetste Alter der Platten beriicksichtigten.

Zusammenfassend lidt sich sagen:

Der Wismutsulfitagar kann auch zur Oberflichenziichtung mit
Hilfe von Membranfiltern bei einer Konzentration von 1,0—1.5 0 ver-
wandt werden. Am besten wird der Agar jeweils frisch hergestellt,
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brauchbar ist aber auch Agar, der nach dem von Bartels angegebenen
Verfahren regeneriert ist. Neben anderen Faktoren ist von Einfluf auf
Wachstum und selektive Wirkung das Alter, der Platten, die Dicke der
Agarschicht und die Bebriitungsdauer. Fiir frischen Agar wurde als
am ginstigsten ermittelt ein Alter bis hochstens 2 Tage, wobei die
Schichtdicke ohne Bedeutung ist, d.h. sich in den iiblichen Grenzen
hilt, fiir regenerierten Agar ein Alter von 3 Tagen und eine Schicht-
dicke von 2—3 mm. Eine Zeit der Bebriitung von 401 379 ist im
allgemeinen . ausreichend. Hierbei ist hervorzuheben: Diese Angaben
wurden mit einer nur geringen Zahl von Stimnien gewonnen, sie be-
zichen sich nur auf die Zichtung mit Hilfe von Membranfiltern und dic
von uns angewandte Zusammenstellung des Nihrbodens und sie beriick-
sichtigen wohl nur eincn Teil der Faktoren, die von Einfluff aul’
Selektivitit und Wachstum sein kénnten.

Die Keime der Salmonellagruppe, hesonders Typhusbazillen, redu-
sicren den Nihrboden mehr oder weniger stark, so daf durch Sulfid
Schwarzfarbung hervorgerufen wird. Dem entspricht die Entstehung
von schwarzen, braunen Flecken auf dem Agar unter dem Filter (FI.-
Phinomen). Moglicherweise kann dies ein Kennzeichen der Keime der
Salmonellagruppe und damit vielleicht von differentialdiagnostischer
Bedeutung scin. mindestens mull es zu weiterer Untersuchung solcher
Kolonien veranlassen. Wenngleich sich manche Wachstumsformen fesi-
stellen lassen, so ist dic Polymorphic des Koloniebildes bei der Sal-
monellagruppe, besonders den Typhushakterien, doch so ausgeprigt und
von duferen Faktoren ibhingig, dafd man von ecinem bhestimmten zu
fordernden ., Kolonictypus” mnicht sprechen kann. Um alle positiven
Keime zu crfassen, ist es notwendig, alle verschiedenen und moglichen
diagnostischen Merkmale. die sich aus Ziichtung und Ubung ergeben, zu
beriicksichtigen.

Diesc noch unvollstindigen Untersuchungen sollen zugleich dic
Anrcgung zu weiterer Bearbeitung mancher noch offenen Frage geben.
2. B. der des Einflusses der p“-l\'nnzvnlmliml., des len.\p(m-ntiuls, der
Finwirkung symbigtischer Vorginge usw.

Trotz dieser Kinschrinkungen. die wir uns selbst machen miis=en,
haben wir diescs Verfahren bereits mit grofiem Erfolg bei der

«

Untersuchung von Oberflichenwiissern

angewandt. Diese Untersuchungen wurden wihrend des Jahres 1944
in cinem Gebiet vorgenommen, in dem der Typhus abdominalis en-
demisch stark verbreitet war. In der Regel wurden 10 ccm, 50 cem
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und 100 cem Wasser filtriert. Die m filtrierende Menge ist auch von
dem Grad der Verunreinigung der Probe abhiingig. Ist diese als hoch
anzunehmen, dann wird man schon mit 1 ccm beginnen. Im Verlauf
der Untersuchungen sind wir dann zur Anreicherung von verdiichtigen
Kolonien oder ganzen Filterteilen in fliissigem Substrat (Galle, Maller-
Kauffmann) tibergegangen. (s.u.)

I. FluBwasser.

Zur Feststellung der Verunreinigung eines FluBabschnittes wurden
an verschiedenen Stellen 12 Proben entnommen, wohei Abwasser-
einldufe und deren Umgebung besonders beriicksichtigt wurden. Die
Keimzahlen bewegten sich, je  nach der ortlichen Verunreinigung,
zwischen 160 und 17600000 pro 1 ccm, die Colititer zwischen 0,09
und 0.0005. Am EKinlauf eines Baches, der Abwisscr abfithrte, und
dicht unterhalb wurden in 3 Prohen Typhusbakterien. einmal zugleich
auch (in der Mitte des Flusses) Paratyphus-B-Bakterien geziichtet. ks
wurde regelmiBig das Fl.-Phinomen beobachtet. Diese Feststellungen
gaben Veranlassung, das FluBwassce auch im Bereich einer viel-
benutzten Freibadeanstalt zu wuntersuchen. ¥s wurden gegen Ende
Juli und zu Anfang August, also rurzeit der stirksten Badefrequeny.
Proben entnommen.

Probe 1:

aus 10 cem geziichtet Typhus- und Paratyphus-B-Bakterien,

aus 1 ccm. geziichtet Paratyphus-B-Rakterien.

Probe II:
aus 1 cem und 10 cem Typhusbakterien geziichtet. 2. T. ersg nach
Anreicherung in Miiller-Kauffmann.

Ein epidemieartiges Anschwellen von Typhus- und Paratyphuserkran-
kungen, die mit dem Flufibad in Zusammenhang hitien gebracht wer-
den konnen, war nicht zu beobachten. In allen anderen Proben fanden
sich verdichtige Keime. die z. T. ein positives FL-Phiinomen ecrgaben,
biochemisch und serclogisch aber nicht als \ngehirige der Salmonella-
Gruppe identifiziert werden konnten (vgl.o.). Bereits bei dicsen ersten
Untersuchungen ficl uns das gehiufte Auftreten von Gelbkeimen auf.
Gerade dicse erwecken nicht selken den Verdacht auf Keime der Sal-
monellagruppe.
: 1. Abwasser.

a) S.-Bach.

Das oben angegebene Vorkommen von Typhus-Paratyphuskeimen
in der Nihe des Einlaufes von Abwiissern gab Veranlassung, diesen
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Bach eingehend in seinem ganzeneMerlaul zu untersuchen. Er entspringt
einem Sumpf in der Nahe cines Sees und durchflict jn offenem
Lauf Felder, Siedlungen, Gemilsegiirten etc. Am unteren stark besie-
delten Teil ist der Bach 0,5 his 2,5 m breit und 0,1 bis 0.5 m tief.
Auch der mittlere Lauf ist besiedelt. wiahrend dies am Oberlauf nicht
der Fall ist. Die Untersuchungen wurden in drei Etappen im Abstand
von einer bis drei Wochen vorgenommen, und zwar zuerst der Unter-.
lauf mit 10 Proben, der Oberlauf mit 12 und der Mittellauf mit
11 Broben. Insgesamt wurden also 33 Proben entnommen. Zur Ziich-
tung bedienten wir uns vermehrt ‘der Anreicherung, wic oben schon
angegeben. Ex muf aber gesagt werden, daB damit, soweit wir dies
schon beurteilen kinnen, bei sehir hohem Keimgehalt, wie er bei kon-
zentrierten Abwlissern vorliegt. auch ein Nachteil verbunden sein kann,
nimlich der. daB es in manchen Fillen auch mittels Anreicherung
schwer gelingt, eine enge Symbiose, die durch di€ Filtration wohl
gefrdert wird, zu lésen. Dann ist ¢in wiederholter Wechsel der
Anwendung von flissigen und festen Nihrhiden erforderlich. wenn
man zum Ziel kommen wills oder es ist ratsam, kleinere Mengen
wiederholt unter Verwendung grofier Filter mit 90 mm Durchmesser
70 untersuchen.  Das kann natiirlich cine unerfreuliche Verzigerung
im Untersuchungsverlauf bedeuten. :

Die meisten positiven Befunde wurden im Unterlauf des Baches
erhoben, weniger fielen im Mittellauf an und der Oberlauf wurde als

von pathogenen Keimen der Halmnncllu-Gruppv frei befunden.

Unterlauf:

Die hichste Keimzahl pro cem war 98000, die niederste 660, der
Coliliter lag zwischen 0.001 und 0.5, Von 10 Proben waren 9 positiv.
und zwar fanden sich Typhushakterien allein 3mal und 6mal Tyvphus-
hakterien zusammen. it Paratyphus-B-Bakterien.

Mittellauf:

Hichste Keimzahl 1750000, nicderste 80,  Colititer  zwischen
0.0002 und 1,5. Von 11 Proben waren 6 positiv. darunter fanden sich
einmal nehen Typhushakterien zugleich Paratyphus-B-Bakterien.

Untersuchungshergang bei den Proben 4 und 6:

Probe 40 Filtriert 30 cem. Keimzahl 1037000, Colititer O0KE. Fi'ter el
stark bewachsen. griine Koloien mit schwarzem Zentrnm. Fl-Phi
nomen  positiv. Die  Abimplung  auf Endoagar crgab Liochemisch
dus Verhalten von Keimen as dee Coligruppe. Da dennoch der
dringende Verdacht des Vorlicgens von Kennen  der Salmonelia -
gruppe bestand, wurde in Calle angereichert.  Erst naell wieder-
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holter Abimpflng auf feste Nihrbdden und Galleanreicherung im
Wechsel wurden Reinkulturen geziichtet, die serologisch und bio-
chemisch sich als einwandfreie Typhusbakterien und Paratyphus-B-
Bakterien heraussteliten. Auferdem waren diese Keime mit typischen
Gelbkeimen vergesellachaftet. ‘

Probe 6: Keimzahl 1500000, Colititer 0,0005, bei 50-cem-Filtration dichtes
Wachstum von griinen Kolonien, Fl.-Phiinomen negativ. Bei 10-ccmn-
Filtration crdiichtige Kolomien, F1l.-Phiinomen itiv, Abimpfung
in Galle, Aussant auf Wilson-Blair ergibt typis husbakterien
neben anderen als Paracolibakterien angesprochenen Keimen.

Bei anderen positiven Proben war der Entwicklungsgang &hnlich.

wenn auch nicht so langwierig wie bei Probe 4. Bei geringem Keim-

gehalt war die Anreicherung zum Zwecke der Reinigung der Kolonien

in der Regel nicht erforderlich. .

; Wie bereits oben erwihnt, kann bei sehr dichtem Wachstum die

Reduktion und damit auch das Fl.-Phanomen unterdriickt werden.

Es ist daher stets notwendig, auch kleinere Wassermengen zu filtrieren,

um Kolonien mit allen ,typischen” Merkmalen zu erfassen. Auffal-

lend hiufig war die Verbindung von Typhen mit Gelbkeimen, sowohl

im Unterlauf wie im Mittellauf, was den Flufiwasser-Beobachtungen

entspricht. Bei 14 positiven Befunden wurden 1lmal zugleich Gelb- .

keime geziichtet. Aber auch der Oberlauf ohne Typhusbefunde war

nicht frei von diesen Keimen (s.u.). Die Gelbkeime gehdren also nicht
oder nicht alle zu denen. die durch den Wismutsulfitagar unterdrickt
werden. chensowenig manche Colikeime. die wir zu den Paracoli-

" bakterien rechnen. Ob sich darunter nicht farblose Abkémmlinge, von

Gelbkeimen befinden. steht dahin.

Oberlauf:

Unter den in diesem Bereich untersuchten 12 Proben fanden sich
in keiner Angehdrige der Salmonellagruppe. Dagegen begegneten wir
hei 11 Proben verdichtigen Keimen, die auch fl.-positiv waren. Hier-
unter befanden sich 6mal Gelbkeime. Es ist nicht gelungen, aus
colchen Kolonien Typhus- oder Paratyphusbakterien zu riichten. Gelb-
keime scheinen sich beziiglich des Fl.-Phinomens verschieden zu ver-
halten. Keiner dieser Stimme hatte agglutinatoriech Beziehungen zur
Salmonella-Gruppe, ¢s fanden sich darunter indol-positive wie indol-
negative. Weitere Untersuchungen zu dieser Frage gind notwendig..

Diese unter I und Il a wiedergegebenen. Befunde fassen wir
folgendermaflien zusammen:

Im Zusammenhang mit der Einleitung von nicht geklarten Ab-
wiissern in einen groften Vorfluter und der Untersuchung einer Frei-
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badeanstalt wurden unter 14 in 5 FluBwasserproben Typhusbakterien.
2 mal zugleich mit Paratyphus-B-Bakterien nachgewiesen. Zum Zweck
der Aufdeckung von Infektionsquellen wurde der Abwisser abfiihrende
Bach S im gamzen Verlauf. systematisch untersucht. Von 33 Proben
erwiesen sich 14 als sicher positiv fiir Typhusbakterien, darunter 7 mal
sugleich als positiv fir Paratyphus-B-Bakterien. Negativ waren also
19 Proben. Hierunter befanden sich 4, die ein vollig unverdichtiges
Wachstum zeigten, wihrend fast alle ibrigen negativen Proben Keime
enthielten, die auf der Wilson-Bairplatte mehr oder weniger ahnlich
den Keimen der Salmonellagruppe wuchsen und sich auch fl.-positiv
verhielten, wic_dies bei den sicher positiven Befunden stets der Fall
war. Sehr hiufig in Verbindung mit Typhen. aber auch ohne dieses
Vorkommen wurden Gelbkeime geziichtet.

Als weiteres epidemiologisch wichtiges Ergehnis
dieser Unters‘uchungen ist festzustellen, da im Be-
reich des Mittellaufes des Bachee Sin den anliegen-
den Siedlungen 15 Typhuskeimtriger ermittelt wer-

den konnten. :

b) Bach H.

Es handelt sich um einen meist offenen Abwasserablauf aus einem
Fabrikgelinde, der die Abwisser aus einer Industricgasfabrik, Spil-
aborten und Waschrdumen, ferner Zuliufe aus Regenwusserkaniilen und
aus einer Sauerkohlfabrik aufnimmt. Der_,Bach® miindet nach lin-
gerem Verlauf in den oben angefihrten Fluf.

In einem unterhalb des Fabrikgelindes anliegenden Wohnhaus
war eine Typhuserkrankung vergekommen. Der dort vorbeiflieende
Bach hatte alle Abwisser aus dem Fabrikgelinde aufgenommen. In
2 hieraus entnommenen Proben fanden sich Typhusbakterien zusam-
men mit Paratyphus-B-Bakterien. - Dieser Befund gab Veranlassung
zu einer Untersuchung des oberen Abwasserverlaufes innerhalb und
in nachster Nihe des Fabrikgelindes. An verschiedenen Stellen wur-
den 8 weitere Proben emtnommen. In 3 von diesen Proben wurden
Typhusbakterien einmal zugleich Paratyphus-B-Bakterien nachgewiesen.
Die Proben waren alle sehr keimreich, der Colititer war durchweg sehr
hoch. Filtriert wurden 1 und. 10 cem. In den 3 positiven Fillen ge-
lang der Nachweis ohne Schwierigkeiten und prompt nach Anreicherung
von verdachtigen Einzelkolonien bzw. Filterstiickchen mit verdichtigen
Kolonien. in Galle. Neben den pathogenen Keimen fanden sich regel-
miBig reichlich Gelbkeime; einwmal auch Paracolibakterien. Von den
5 negativen Proben enthielten 2 Gelbkeime, 2 andere nur Paracoli-
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bakterien ohne Verdacht. An den meisten Gelbkeimkulturen fiel eine
starke O-Agglutination auf, die z T.den Endtiter erreichte, dagegen
wurden die Stamme durch kein H-Antiserum nennenswert beeinflufit.

Fs ist also auch hier it unserem Verfahren der Nachweis von
pathogenen Darmbaktérien gelungen,

Geému(beurteiluug uhd A(.lsl;lick

Die Membranfiltermethode in Kombination mit dem Wismut-
sulfitagar nach Wilson-Blair stellt einc wertvolle Bereicherung der
bakteriologisch>diagnostischen Hilfsmitte] im Rahmen der Wasser-
Hygiene, damit vor allem einen beachtenswerten Fort-
schritt in der Typhus-Paratyphusbekimpfung dar.
Wenn das Verfahren auch noch der weiteren Ausar'I)eitung bedarf und
in seinen Maoglichkeiten noch nicht erschépft ist. so- lilt sich doch
schon sagen. dafl die selektiven Eigenschaften des -richtig hergestellten
und angewandten Wilson-Blairagars durch gleichzeitige Keimanreiche-
rung mittels Filtration maximal ausgenutzt werden; man hat dadurch
die ’\lmrhchl\c:t groBere Wassermengen zur Untersuchung zu _bringen,
als rlu‘s mit anderen Untersuchungsverfahren zurzeit geschehen kann,
st dabei allerdings, soweit \-orliiufig zu beurteilen, an gewisse Nach-
teile gebunden. Diese diirften jedoch von untergeordneter Bedeutung
sein. Die Verbindung der M.-F.-Methode mit der Wil-
son-Blairplatte scheint zur Zeit wohl das beste Ver-
fahtren des Nachweises von Keimen der Salmonella-
gruppein Wissernaller Artzusein

Wihrend der Durchfithrimg dieser Arbeiten berichteten Cernozubaoy
Filipovice und Stavel ulw JUntersuchimg von Oberflichenwasser und
Abwasser mittels” des  Bismut- kh:lht Niihelbodens nach Wilson-Blair an{ Sab-
monella-Typhi und andere Salmonella-Bakterien=. Die \utoren brachten Wasser
in einer Menge von 0.2 bis 0.5 bis 1.0 bis 2] (lum auf Platten zur Verdunstung.
\ul diese \‘ust fanden sie in 102 von 221 Abwasseruntersuchungen der Stadt
\gram = 46,109} Kenne dee Salmwoncllagruppe. in erster Linie Typhus-
bakterien. hiufig aber auch andere Arvten und mehrere zugleich.  Typhus-
bakterten  fehlten  jedoch nicmals. Yono 168 l\’almlwus"erpmlu'n waren 82
positiv fiir Typhus und Paratyphus.

Wir selbst hatten unter bisher 43 Abwasserproben 19 positive.
unter 14 FluBwasserproben 5 pesitive. Die Ergebnisse diicften sich an
Haufigkeit ungefiahr entsprechen. Die Gite des Verfahrens lifdt sich
aber durch einen Vergleich der positiven Befundzahlen allein nicht
heurteilen, hierin miiften die Gunst bzw. Ungunst der értlichen Ver-

30




haltnisse, also die ‘hygienischen  Bedingungen miteinbezogen werden.
Unsere bisherigen Ergebmisse bauten sich auf zifilligen Hinweisen aui.
. eine systematische Durchuntersuching des Kanalnetzes einer GroBstadi
und weiterer Obérflichenwisser war geplant, kam aber nicht zur Aus-
filhrung. Wir méchten als so gut wic sicher annchmen, dal sich die
positive Zahl dann noch weseqtlich erhoht hiitte. wenn wir die beson-
deren ortlichen Umstinde dabei im Auge haben. Nach ihren Angaben
haben die kroatischen Autoren hichstens 3—4 cem Wasser untersucht.
also viel geringere Mengen. als sic von uns angewandt wurden. Wir
halten es fiir wahrscheinlich, wenn auch noch nicht fiir erwiesen, daf
dic Verwendung grifierer Wassermengen cine Steigerung der Zahl der
positiven Resultate zur Folge hat, wie dics beim Colinachweis in’ Trink-
wasser sicher ist (siche Mitteilung I). Das ist vielleicht weniger bei
konzentrierten Abwiissern, als bei Fluflwasser, Badewasser, Sce- und
Teichwasser der Fall. Die Entscheidung hieriiber kénnen nur weitere
_Erfahrungen bringen. Davon abgesehen aber ist unser Verfahren bei
mindestens gleicher Leistung dem Verdunstungs- und anderen Ver-
fahren schon deswegen iiberlegen, weil ¢s wesentlich schneller, cin-
fucher und billiger arbeitet: Schneller. weil ein Zeitverlust durch Ver-
dunsten oder Absetzenlassen (Niederschlagsmethoden) nicht eintriit:
einfacher, weil die erforderliche Apparatur lediglich im Filtrierapparat
mit Zubehor und Thermostat besteht. und der Verbrauch an Kultur-
platten. damit auch der erforderliche Brutrauminhalt wesentlich ge-
ringer ist; billiger, weil der Verbrauch an Glas- und Nihrmaterial
geringer ist.

Wire die bakteriologisch-serologische Diagnose nicht gesichert.
so mochte mun ein derart gehiuftes Vorkommen von ‘Darminfektions-
erregern in Oberflichenwiissern. das durch systematische Arbeit sich
wohl noch erweitert hitte. fast fiir unwahrscheinlich halten. Da nun
abér an dieser Tatsache nicht voriibergegangen werden kann, so mut}
sie in die epidemiclogische Betrachtung miteinbezogen werden. Wie
schon erwiihnt, handelt es sich um ein mit Typhus stark- durchseuchtes
Gebiet. DaB bei einer derartigen Verbreitung der Erreger viele Menschen
direkt oder indirekt mit diesen in Kontakt kommen. liBt sich nicht be-
zweifeln, und ist z. T. sicher erwicsen: man denke an die Verseuchung
der oben erwihnten viel benutzten FluBbadeanstalt. Wenn dennoch
Anzeichen einer epidemicartigen Iliufung von Erkrankungen aus-
blieben, so diirfte sich dies zwanglos hieraus erklaren, daf die vor-
geschrittene natiirliche Durchseuchungsimmunitét in solchen Gebieten,
unterstiizt durch aktiven Impfschutz. wohl gegen gehiufte Erkran-
kungen schiitzt, aber nicht gegen Einzclerkrankungen. Zugleich aber
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besteht die Gelegenheit des vermehrten Aufkommens nicht erkannter
gesunder Keimtriger, die tir die Verbreitung der Erreger in der
AuBenwelt mehr und mehr sorgen; dies wird durch die Ermittlung
von 15 Keimtrigern im Bereich des Baches S offenkundig. Denn ein
derart massiertes Auftreten von Darminfektionserregern selbet in einem
sehr grofien Vorfluter setzt wohl sicher,die dauernde Abgabe von un-
geheuren Keimmengen voraus. Personen ohne geniigende natiirliche-
oder kimstliche Immunisierung sind daher stark gefihrdet.

Wir glauben nicht zu weit zu gehen. wenn wir auf Grund unserer
bisherigen Erfahrungen schon sagen: In Zukunft dirfte die
Seuchenbekimpfung die Masglichkeit haben, durch
die oben beschriebene cinfache Methode, die bei ge-
ringem Aufwand laufende Untersuchungen gestattet,
sich standig iber die Verseuchungslage der Aufien-
welt. soweit es sich um Gewisser handelt, auf dem
laufenden zu halten. Dies kommt gewil einer leichteren und
schnelleren Erfassung von Keimtrigern und Verbesserungen in der
Abfiithrung von Abwissern zugute, aber auch der vermehrten Sicherung
von Trinkwasseranlagen. Durch die verbesserte Methodik wird in Zu-
kunft wohl mancher Seuchenherd, der zu Wasser irgendwelcher Art
in Beziehung steht und vielleicht nicht erkannt worden wire, erfafit
werden konnen: einen Hinweis fir die Richtigkeit dieser Annahme

. bietet die erwiihnte Erfassung von bisher unbekannten Keimtrigern.
Die Erfahrung wird lehren miissen, wie viel das neue Untersuchunge-
verfahren zu einer erfolgreichen Bekimpiung dieser Seuchen. gemessen
an ciner Herabsetzung der Morbiditit, beitragen kann.

In diesem Zusammenhang kommen wir nochmals auf die in Mit-
teilung I erwdhnten Trinkwasseruntersuchungen zuriick. Wir hatten
unter 1465 Untersuchungen 2 mal Paratyphus-B-Bakterien in der Lei-
tung des Zentralwasserwerkes einer Crof8stadt, unter 130 Unter-
suchungen von Einzelrohrbrunnen 2 mal Typhusbakterien, 1mal Typhus-
bakterien gemeinsam 'mit Paratyphus-B-Bakterien und 1mal Para-
typhus-B-Bakterien allein, unter 235 Untersuchungen von Einzelschacht-
prunnen 3 mal Typhusbakterien und 2mal Paratyphus-B-Bakterien ge-
funden. Diese Befunde stellen erst einen Anfang dar, zumal wir noch
nicht allgemein die Wilson-Blairplatte in die Untersuchungen mitein-
bezogen hatten. Auch Cerno zubov und Mitarbeiter teilen die
Zichtung von Typhushakterien aus Trinkwasser unter Veriwendung
der Wilson-Blairplatte mit. Hier macht sich aber das Verdunstungs-
verfahren als besonders umstindlich und kostspielig geltend: 5 bis 10

Platten werden mit je 4 cem Wasser beschickt (insgesamt 20—40 cem).
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Dauer der Verdunstung 3 bis 4 . Mit unserer M.F.-Methode kénnen da-
gegen beispielsweise unter gimetigen Bedingungen bei Leitungewissern
mit Verwendung einer einzigen Platte 400 ccm Wasser untersucht
werden. Bei weiterem Ausbau der Methode scheint es uns nicht
unmdglich, daff in der Trinkwasserhygiene nicht mehr der Nachweis
von Colibakterien, sondern der von Angehérigen der Salmonella-
gruppe die Hauptrolle spielen wird, ja, daB jener durch diesen viel-
leicht ganz verdringt werden kann. Als bakteriologischer Mafstab fiir
den allgemeinen Reinheitsgrad einer Trinkwasseranlage konnte die
Gesamtkeimzahl gelten, als Indikator fiir eine bedenkliche Verunrei-
nigung der Nachweis von Angehérigén der Salmonellagruppe. denn der -
Colinachweis allein bedeutet bekanntlich, wie die Erfashrung lingst
gelehrt hat, durchaus nicht immer einen Alarmzustand allerhdchsten
Grades. Die Einstellung zu dieser Frage ist natiirlich von der weiteren
Entwicklung bzw. den eich hieraus ergebenden Erkenntnissen abhingig,
wir halten es aber jetzt schon fiir angezeigt, neben
dem regelmiBigen Nachweis von Colibakterien auch
den von pathogenen Darmbakterien der Salmonella-
gruppeindieWasseruntersuchung miteinzubeziehen,

besonders dann, wenn es sich um hygienisch nicht einwandfreie Ver
hiiltnisse handelt.

Schluflzusammenfassung.

1. Es werden die wesentlichen I*ligénschaften des  Wismutsulfis:

nihrbodens nach Wilson-Blair kurz beschrieben.

2. An Hand der Untersuchung von 111 Colistimmen der verschie-
densten Herkunft, von 25 Typhusstimmen und 2 Paratyphusstimmen
wird gezeigt, da® die Wilson-Blairplatte auch der Membranfiltermethode
nutzbar gemacht werden kann, wobei ein Agar zu 1,0—1,5 9% Kon-
zentration zu verwenden ist.

3. Es wird das sog. FL-Phinomen beschrieben, darin bestehend,
daB durch Kolonien von Keimen der Salmonellagruppe der Agar
schwarz-braun gefleckt wird. Dieses Phiinomen scheint allen Keimen
dieser Art zuzukommen, soweit dic bisherigen Untersuchungen Schliisse
zulassen; die Frage seiner differentialdiagnostischen Bedeutung wird
erwogen. Bei symbiotischen Vorgingen kann das Phinomen durch
Keime, die nicht zur Salmonellagruppe gehoren, vorgetiuscht werden.

4. Bei Typhus- und Paratyphusstimmenn werden mehrere Wuchs-
formen unterschieden. Ein fest umrissener, allgemein giltiger Kolonie-
typus laBt sich bei Typhusbazillen nicht aufstellen.

33




5. Es wird der Einflufl des Alters der Agarplatten, der Dicke der
Agarschicht und der Bebrittungsdauer auf das Wachstuin bei regene-
viertem und frischen Agar -untersucht und beschrieben.

6. Die M.-F.-Methode in Verbindung mit der Wilson-Blair-
platte wurde mit Erfolg bei der Untersuchung von Trinkwasser, Fluf3-
wasser und Abwasser angewandt. Einzelheiten der Technik und Her-
gang der Untersuchung bei cinigen Fillen werden beschrieben. Hiulig
wurden in FluB- und Abwasserproben (19 mal unter 43) Typhus- und
Paratyphusbakterien, oft beide Keimarten zugleich, nicht selten auch
in Trinkwasserproben {11 mal), nachgewiesen. Auf Grund von positiven
Typhushefunden in Abwasserproben wurden 53 Keimtriger crmittelt.

7. Der wéitere Ausbau ‘der Methode wird als notwendig be-
seichnet. ihre Anwendung in der Seuchenbekimpfung jetzt schon als
zweckmiiig empfohlen. Der Schilderung der bisher erzielten Ergebnisse
werden epidemiologische Erirterungen angeschlossen, es werden die
Vorteile aufgezeigt. dic sich fiir die Seuchenbekimpfung hieraus er-
geben kinnen. Dic Methode wird als z. Zt. wohl bestes Verfahren des
Nachweises von Keimen der Salmonellagruppe in Wissern aller Art
gekennzeichnet.

8. Die Vorteile des” Verfahrens werden dem von Cernozubov und
Mitarbeitern fiir den gleichen Zweck erfolgreich angewandten Ver-
dunstungsverfahren gegeniihergestellt.
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